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Regulatorne limfocite T (Treg) uvrščamo v skupino CD4 pozitivnih limfocitov T. Sodelujejo 
pri uravnavanju imunskega sistema, in sicer tako, da preko različnih mehanizmov 
uravnavajo ravnotežje med imunskim odzivom in imunsko toleranco. V osnovi jih delimo 
na naravne Treg, ki nastanejo med limfopoezo v priželjcu, in na Treg, ki se inducirajo na 
periferiji. Prepoznamo jih lahko preko molekul, ki jih izražajo na svoji površini; le-te za 
namen laboratorijskih raziskav označimo s protitelesi konjugiranimi z različnimi barvili. Ena 
od molekul, ki nam omogoča prepoznavo Treg, je tudi znotrajcelični transkripcijski dejavnik 
FoxP3. FoxP3 ima ključno vlogo v razvoju in delovanju Treg in posledično igra pomembno 
vlogo v regulaciji tolerance do lastnega ter sodeluje pri preprečevanju avtoimunskih bolezni. 
V magistrski nalogi smo preučevali vpliv treh v pretočni citometriji najpogosteje 
uporabljenih fluorokromov (Alexa Fluor 488, fikoeritrin, alofikocianin) – opazovali smo 
zmožnost njihovega prehajanja preko permeabilizirane celične membrane in primernost za 
označevanje FoxP3. Ugotovili smo, da je za označevanje FoxP3 najprimernejše barvilo 
Alexa Fluor 488, saj nam daje največji odstotek FoxP3+ dogodkov. Izbrani fluorokrom smo 
v nadaljevanju uporabili za preučevanje indukcije FoxP3+ Treg v testu in vitro. Hkrati smo 
preučevali tudi pomen signalizacijske osi PD-1/PD-L1 v tem procesu. Za indukcijo FoxP3 
Treg iz naivnih CD4 pozitivnih limfocitov T smo uporabili dendritične celice (DC), ki smo 
jih pridobili iz osamljenih monocitov in nato aktivirali na različne načine. Za aktivacijo DC 
smo uporabili lipopolisaharid in interferon-γ (IFN-γ) oziroma IFN-γ v različnih 
koncentracijah. Uspeli smo pokazati, da DC, ki jih aktiviramo s 1000 IU/mL IFN-γ 
inducirajo največji odstotek FoxP3+ limfocitov T. Prav tako smo pokazali, da dodatek 
nevtralizacijskega protitelesa, usmerjenega proti PD-L1, občutno zniža sposobnost z IFN-γ-
tretiranih DC, da inducirajo FoxP3+ Treg. S tem smo pokazali povečano sposobnost z IFN-
γ-tretiranih DC za indukcijo FoxP3+ Treg in pomembnost signalizacije PD-1/PD-L1 za 
njihov nastanek. Fenotip DC, tretiranih s 1000 IU/mL IFN-γ, je prikazoval največje izražanje 
inhibitorne molekule PD-L1. S tem se nakazuje tolerogenost tako pripravljenih DC, ki jo 
povezujemo z visokim izražanjem inhibitornih molekul in istočasno nizkim izražanjem 
kostimulacijskih molekul. 
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Regulatory T cells (Tregs) are a subset of CD4 positive T lymphocytes. They are involved 
in the regulation of the immune system. Through different mechanisms, they regulate the 
balance between immune activation and immune tolerance. Tregs are divided into two 
groups – those originating from the thymus and peripheral Tregs. We can identify them by 
the different molecules on their surface. For analysis purpose, we label those molecules with 
antibodies conjugated with different fluorochromes. One of the molecules that enable their 
recognition is the FoxP3 transcription factor. FoxP3 has a key role in Treg development and 
function. Therefore, it plays an important role in the maintenance of self-tolerance and 
participates in the prevention of autoimmune diseases. We were observing the three most 
frequently used fluorochromes in flow cytometry (Alexa Fluor 488, phycoerythrin, 
allofycocyanin)  – we checked their ability to penetrate the cell membrane and their ability 
to label FoxP3 transcription factor. We found out that the greatest percentage of FoxP3+ cells 
is reached when we use antibodies conjugated with Alexa Fluor 488. We subsequently used 
this fluorochrome to measure the induction of FoxP3+ Tregs in an in vitro assay. At the same 
time, we were investigating the importance of the PD-1/PD-L1 signal pathway in that 
process. For the induction of FoxP3+ Tregs, we were using dendritic cells (DC) differentiated 
from isolated monocytes and later activated in a different manner. For activation of DC, we 
used lipopolysaccharide in combination with interferon-γ (IFN-γ) or IFN-γ alone. We 
managed to prove that DCs activated with 1000 IU/mL IFN-γ induce the highest percentage 
of FoxP3+ T lymphocytes. We also showed that adding of neutralizing antibody against the 
PD-L1 molecule significantly lowers the ability of DC treated with IFN-γ to induce FoxP3+ 
Tregs. Thus, we demonstrated a higher ability of DC treated with IFN-γ to induce FoxP3+ 
Tregs and the importance of PD-1/PD-L1 signal pathway for their generation. The phenotype 
of DCs treated with 1000 IU/mL IFN-γ showed the highest expression of PD-L1 molecule. 
Thus we indicate tolerability of DC prepared with 1000 IU/mL IFN-γ related with high 
expression of inhibitory molecules and low expression of co-stimulatory molecules at the 
same time. 
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Ag  antigen(i) 
APC  alofikocianin  
CD  označevalec pripadnosti (cluster of differentiation) 
cRPMI-AB kompletno gojišče RPMI z dodanim AB serumom 
cRPMI-FBS kompletno gojišče RPMI z dodanim fetusnim serumom goveda 
CTLA-4 citotoksični z limfociti T povezani protein 4 (cytotoxic T lymphocyte antigen 
4) 
CO2  ogljikov dioksid 
DC  dendritične celice 
DNA  deoksiribonukleinska kislina 
DPBS  Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline pufer 
Fas  celični receptor, ki omogoča eno od vrst apoptoze celice 
FasL  ligand za Fas receptor – z vezavo ga aktivira in omogoči celično smrt 
FBS  fetusni serum goveda  
FITC  fluorescein izotiocianat  
FoxP3  forkhead box protein 3 
g  težni pospešek 
GITR  glucocorticoid-induced tumor necrosis factor receptor related protein  
GM-CSF granulocitne in monocitne kolonije stimulirajoči dejavnik 
HLA-DQ αβ heterodimer MHC razreda II, receptor, ki ga najdemo na površini 
antigene-predstavljajočih celic 
HLA-G humani levkocitni antigen G 
IDO indolamin-2,3-dioksigenaza 
IFN-γ  interferon-γ 
IFN-γ-lowDCs skupina DC, ki smo jih aktivirali s 100 IU/mL IFN- γ 
IFN-γ-highDCs skupina DC, ki smo jih aktivirali s 1000 IU/mL IFN- γ 
ILT-4  imunoglobulinu podoben prepis 4 
Ig  imunoglobulin 
IL  interlevkin 
xii 
 
LPS  lipopolisaharid 
LyB  limfocit(i) B 
LyT  limfocit(i) T 
MHC poglavitni histokompatibilni kompleks  
mDC zrele dendritične celice 
nCD4+ naivne CD4+ celice T (naivni CD4+CD45RA+ limfociti T) 
NT netretirane celice 
PAMP molekulski vzorci povezani s patogeni (pathogen-associated molecular 
patterns) 
PBMC periferne enojedrne celice (peripheral blood mononuclear cells) 
PD-1  koinhibitorni receptor programirane celične smrti (tudi CD279) 
PD-L1  ligand 1 za receptor programirane celične smrti (tudi CD274 in B7-H1) 
PE  fikoeritrin 
Pt  protitelo, protitelesa 
pTreg  periferne regulatorne celice T 
RPMI  Roswell Park Memorial Institute; ime celičnega gojišča 
RT  sobna temperatura 
št.  število 
TCR  T celični receptor (receptor na površini limfocitov T) 
TGF-β transformirajoči rastni dejavnik β 
TNF-α  tumor nekrotizirajoči dejavnik α 
TH  celice T pomagalke 
TH1  celice T pomagalke tipa 1 
TH2  celice T pomagalke tipa 2 
TH17  celice T pomagalke tipa 17 
TFH  folikularne celice T pomagalke 
TolDC  tolerogene dendritične celice 
Treg  regulatorne celice T 




1.1. IMUNSKI SISTEM 
Imunski sistem sestavljajo molekule, celice, tkiva in organi, ki skupaj prepoznavajo in 
odreagirajo na vse, kar ni lastno – torej telesu tuje ali spremenjeno lastno, vključno s 
patogeni, rakavimi celicami, presadki in neinfektivnimi snovmi (npr. silika) (1,2). 
Imunski odziv v osnovi razdelimo na dve veji – na prirojeni (antigensko nespecifičen) in 
pridobljeni (antigensko specifičen) imunski odziv. Osnova delitve temelji na hitrosti in 
specifičnosti odziva na določen patogen, ki spodbudi nastanek imunskega odziva. Poleg 
fizikalnih, kemijskih in mikrobioloških barier v prirojenem imunskem odzivu sodelujejo tudi 
nevtrofilci, monociti, makrofagi, komplement, citokini in proteini akutne faze, ki poskrbijo 
za hiter imunski odziv. V večini primerov za obrambo pred patogenom zadostuje aktivacija 
prirojenega imunskega sistema. Kadar ta ne zadostuje, se aktivira pridobljeni imunski 
sistem. Njegov odziv je v primerjavi s prirojenim bolj specifičen, a je za njegov popoln 
nastanek potrebno več časa – nekaj dni ali celo tednov. Temelji na antigensko specifičnih 
reakcijah med antigene-predstavljajočimi celicami, limfociti T (LyT) in limfociti B (LyB). 
Pri pridobljenem imunskem odzivu nastanejo tudi spominske celice, kar omogoči hitrejši in 
bolj učinkovit imunski odziv ob ponovnem stiku z enakim patogenom (1,2). Pridobljeni 
imunski sistem sestavljata dva poglavitna tipa imunskega odziva – humoralna in celično 
posredovana imunost. Nosilci humoralne veje imunosti so protitelesa (Pt), ki jih izločajo 
LyB in plazmatke; nosilci celično posredovane imunosti so LyT (3). 
1.2. BIOLOGIJA DENDRITIČNIH CELIC  
Dendritične celice (DC) uvrščamo med profesionalne antigene-predstavljajoče celice. 
Znotrajcelične in zunajcelične antigene (Ag) zajamejo, predelajo in predstavijo na svoji 
površini s pomočjo molekul poglavitnega histokompatibilnega kompleksa (MHC) razreda I 
ali II. Tako spodbudijo nastanek pridobljenega imunskega odziva (1). Molekule MHC 
razreda I so na vseh celicah z jedrom in predstavljajo znotrajcelične Ag (npr. virusne Ag in 
tudi lastne Ag). Po predstavitvi Ag z molekulami MHC razreda I pride do aktivacije 
citotoksičnih celic T. Molekule MHC razreda II so le na površini profesionalnih antigene-
predstavljajočih celic (LyB, makrofagi in zlasti DC), ki preko njih predstavljajo zunajcelične 
patogene (npr. bakterijske Ag), kar povzroči aktivacijo celic T pomagalk (TH) (1,2). 
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Glede na aktivacijsko stanje so DC v robnih primerih lahko v nezreli in zreli obliki. Med 
obema oblikama so številne razlike, najpomembnejša pa je ta, da so zrele DC zelo učinkovite 
pri aktivaciji naivnih LyT. Med dozorevanjem DC zmanjšajo svojo znotrajcelično aktivnost 
ter povečajo ekspresijo molekul MHC razreda II in kostimulatornih molekul. Zrele DC 
izražajo tudi večje količine kemokinskga receptorja CCR7 (CC kemokinski receptor 7) in 
izločajo citokine, ki so pomembni za aktivacijo LyT. Diferenciacija naivnih LyT je odvisna 
od citokinov, ki jih DC izločajo. Kot omenjeno, so DC poleg predstavitve zunajceličnih Ag 
na molekulah MHC razreda II (na ta način aktivirajo CD4+ LyT) sposobne predstaviti tudi 
znotrajcelične Ag na molekulah MHC razreda I (aktivacija CD8+ LyT). Nezrele DC 
zajamejo tudi lastne apoptotične celice, ki so posledica normalne obnove tkiv. To ne 
povzroči dozoritve DC, a DC te Ag vseeno predstavijo LyT, a brez kostimulatornih signalov. 
To vodi v apoptozo ali anergijo LyT; naivni LyT lahko diferencirajo v regulatorne LyT 
(Treg) (4). 
Med nezrelo in zrelo obliko DC najdemo tudi vmesna aktivacijska stanja, ki so odvisna od 
njihovega podtipa in okolja. Poleg zrelih in nezrelih DC poznamo tudi »pol-zrele« DC, 
alternativno aktivirane DC in tolerogene DC (TolDC). Od vseh omenjenih aktivacijskih stanj 
DC so le zrele DC imunogene; vse ostale lahko v različnih obsegih delujejo 
imunosupresivno. Izpostavljenost DC imunosupresivnim signalom vodi v nastanek TolDC 
(5). Njihov fenotip običajno predstavlja izražanje manjše količine kostimulatornih molekul; 
izločajo manj provnetnih citokinov; istočasno na svoji površini izražajo več inhibitornih 
molekul (npr. PD-L1 in CTLA-4) in izločajo protivnetne citokine (npr. IL-10, TGF-β). Imajo 
torej obogatene imunosupresivne značilnosti, zato so poleg pasivne tolerance (zaradi 
pomanjkanja kostimulatornih signalov) sposobne tudi aktivne tolerance (preko inhibitornih 
molekul). TolDC so v primerjavi z nezrelimi DC veliko bolj uspešne pri diferenciaciji 
naivnih LyT v Treg. TolDC so pomembne predvsem za preprečitev imunskega odziva proti 
lastnim Ag (4,5). 
1.3. LIMFOCITI T 
LyT dozorijo znotraj priželjca. Na svoji površini izražajo T celične receptorje (TCR). 
Dozorijo v CD8+ citotoksične celice T ali CD4+ TH (CD4 in CD8 sta del kompleksa TCR). 
Citotoksične celice T so pomembne predvsem za obrambo pred virusnimi patogeni. Z 
virusom okužene celice prepoznajo preko povezave med TCR in MHC I ter povzročijo smrt 
tarčne celice. V prisotnosti specifičnih citokinov se naivni CD4+ LyT (nCD4+) diferencirajo 
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v nadaljnje podvrste (TH1, TH2, TH17, Treg, folikularne TH (TFH)) in s tem vplivajo na 
nadaljnji potek obrambe proti patogenu. V preglednici I so predstavljene podvrste LyT tipa 
CD4+, citokini, ki so potrebni za njihov nastanek, citokini, ki jih izloča posamezen podtip, 
in njihov pomen (1,2). 
Preglednica I: Podvrste LyT tipa CD4+, citokini potrebni za njihov nastanek, citokini, ki jih 





izločeni citokini pomen 
TH1 IL-12, IFN-γ IFN-γ, TNFα, IL-3, 
GM-CSF 
aktivacija makrofagov, citotoksičnih LyT 
TH2 IL-4 IL-4, IL-5, IL-13, 
TGFβ 
sproščajo citokine, ki povzročijo preklop 
Pt in diferenciacijo LyB v plazmatke 
TH17 IL-6, IL-23 IL-6, IL-17, IL-22 odziv na okužbe z zunajceličnimi 
bakterijami in glivami 
TFH IL-6, IL-12, IL-21 IL-4, IL-5, IL-21, 
IL-22 
odgovorne za dozorevanje LyB in 
njihovo produkcijo IgM/IgG 
Treg IL-2, TGF-β IL-10, TGF-β heterogena skupina LyT; zavirajo 
aktivacijo TH1 in preklop razreda LyB – 
zavirajo imunski odziv 
 
1.4. REGULATORNI LIMFOCITI T 
Regulatorni limfociti T (Treg) so podskupina CD4+ LyT, ki skrbi za ohranjanje ravnotežja 
med imunsko aktivacijo in toleranco. Predstavljajo 5–10 % vseh CD4+ LyT. Prvotno so jih 
opisali kot celice, ki poleg CD4 na svoji površini izražajo še veliko količino CD25 (α veriga 
receptorja za IL-2). Na svoji površini izražajo tudi αβ TCR (7,8). V osnovi jih delimo v dve 
skupini – naravne Treg, ki nastanejo v priželjcu, in periferne Treg, ki nastanejo na periferiji, 
predvsem v gastrointestinalnem in respiratornem traktu. Glede na citokine, ki jih izločajo, 
način nastanka ter mehanizme delovanja lahko Treg še nadalje razdelimo v skupine (tip 1 
Treg, naravne in inducibilne FoxP3+ Treg, Th3 Treg in dvojno negativne Treg) (3,9). 
Naravne Treg  (tTreg) nastanejo v priželjcu iz nezrelih CD4
+ LyT in predstavljajo večino 
Treg. Enojno pozitivni CD4+ LyT, ki prejmejo srednje močen signal pri vezavi Ag na TCR, 
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se izognejo deleciji in se diferencirajo v tTreg. Za njihov razvoj in delovanje je potreben 
FoxP3. CD4+CD25+FoxP3+ tTreg imajo pomembno vlogo pri vzpostavitvi tolerance do 
lastnih Ag. Njihov TCR repertoar je usmerjen proti lastnim Ag (7,8,10). 
Periferne ali inducirane Treg (pTreg) nastanejo na periferiji iz CD4+CD25- predhodnikov ob 
prisotnosti TGF-β. pTreg so pomembne predvsem za nadzor imunskega odziva na tuje Ag 
(Ag komenzalnih bakterij in okolja). Njihov nastanek spodbujajo TolDC. Med pTreg 
uvrščamo tip 1 Treg, inducibilne FoxP3+ Treg, Th3 Treg in dvojno negativne Treg. Tip 1 
Treg prepoznamo po produkciji IL-10; za svoj nastanek potrebujejo IL-10 in IL-27, ki ju 
proizvajajo DC. Poleg IL-10 in IL-27 nastanek Treg tipa 1 spodbuja tudi IFN-γ. Th3 Treg 
na svoji površini izražajo enak αβ TCR kot TH1 in TH2. Prepoznamo jih tudi po tem, da 
izločajo velike količine TGF-β, malo IL-4 in IL-10 ter ne izločajo IL-2 in IFN-γ. Izločanje 
TGF-β vodi tudi v izražanje FoxP3 v aktiviranih LyT in jih usmeri v fenotip pTreg. Dvojno 
negativne Treg (TCR+CD3+CD4-CD8-) zavirajo imunski odziv efektorskih celic preko 
Fas/FasL (9). In vitro jih lahko pridobimo s TCR stimulacijo nCD4+, v prisotnosti IL-2 in 
TGF-β (10). 
Treg svoje imunoregulatorne funkcije izvajajo preko različnih mehanizmov, vključno z 
direktnim ubijanjem antigene-predstavljajočih celic, vezavo IL-2 iz mikrookolja, preko 
molekule CTLA-4 ali s produkcijo imunosupresivnih citokinov, kot so IL-10, TGF-β, IL-35 
in galektin-1. Zaviranje imunskega sistema izvajajo tako v obdobju normalnega stanja kot 
tudi ob vnetju. V času brez vnetja ali ob zelo nizkih količinah IL-2 Treg preko CD25 in 
CTLA-4 preprečujejo signaliziranje antigen reaktivnih LyT preko IL-2 in CD28 ter 
posledično preprečujejo diferenciacijo naivnih LyT v efektorske LyT. Ko je okolje močno 
vnetno, se ti mehanizmi ublažijo, da lahko imunski sistem odreagira na Ag. S presežkom IL-
2 in drugih vnetnih citokinov v okolju pride tudi do aktivacije Treg, ki s svojim delovanjem 
preko različnih mehanizmov (npr. izločanje IL-10) preprečijo pretiran imunski odziv (10). 
FoxP3+ Treg lahko prepoznamo oziroma definiramo s pomočjo molekul, ki jih izražajo na 
svoji površini in znotraj celice (preglednica II). Površinske označevalce predstavljajo CD3+, 
CD4+, CD25visoko, CD127nizko, znotrajceličnega pa FoxP3+. Dodatni označevalci, ki nam 
omogočajo njihovo prepoznavanje, so CTLA-4, GITR, CD45RA in drugi (npr. neuropilin-
1, Helios) (3,7,10). 
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Preglednica II: Molekule, ki nam pomagajo pri prepoznavi FoxP3+ Treg in njihove funkcije 
oziroma pomen (3,7,10). 
molekula funkcija/pomen molekule 
CD3 komponenta TCR, označevalec LyT 
CD4 TCR koreceptor, označevalec TH 
CD25 α veriga receptorja za IL-2 
CD127 α veriga receptorja za IL-7 
CD45RA CD45 je receptor tirozin fosfataze, ki je na vseh hematopoetskih celicah; 
CD45RA je njegova izoforma, ki je na naivnih LyT, LyB in monocitih 
FoxP3 transkripcijski dejavnik, ključen za razvoj in delovanje Treg 
CTLA-4 
(CD152) 
inhibitorni receptor LyT, regulatorna molekula Treg – z vezavo na B7-1/B7-2 
(CD80 in CD86), ki sta na antigene-predstavljajočih celicah, prepreči aktivacijo 
LyT 
GITR receptor za GITR ligand; pomemben za T celično toleranco in funkcijo Treg 
 
1.5. TRANSKRIPCIJSKI DEJAVNIK FoxP3 
FoxP3 (forkhead box protein 3) je transkripcijski dejavnik, ki igra pomembno vlogo v 
regulaciji tolerance do lastnega in sodeluje pri preprečevanju avtoimunskih bolezni. 
Mutacije v FoxP3 vodijo v hude avtoimunske bolezni (IPEX sindrom – 
immunodysregulation polyendocrinopathy enteropathy X-linked syndrome); spremenjen 
FoxP3 najdemo tudi pri številnih oblikah raka (10). Leta 2003 so ugotovili, da se izraža v 1-
5 % CD4+ LyT. Ima ključno vlogo v razvoju in delovanju Treg. Sestavljajo ga 3 domene – 
»forkhead« domena, domena leucinske zadrge in s prolini bogata domena. »Forkhead« 
domena je na C-terminalnem koncu in je pomembna za vezavo transkripcijskega dejavnika 
na DNA. Na domeno leucinske zadrge je povezana preko mostu. Leucinska zadrga omogoča 
tvorbo oligomerov. S prolini bogata regija, ki je na N-terminalnem koncu, je pomembna za 
transkripcijsko aktivnost FoxP3 (11). Z direktno vezavo na regulatorne elemente genov za 
IL-2 in IFN-γ povzroči aktivno deacetilacijo histona H3 in s tem večjo kondenzacijo 
kromatina, kar zmanjša ekspresijo omenjenih proteinov. Po drugi strani pa FoxP3 s svojo 
vezavo na gene, ki zapisujejo GITR, CD25 in CTLA-4, poveča njihovo transkripcijo 
(povzroči namreč acetilacijo histonov) in s tem ekspresijo proteinov GITR, CD25 in CTLA-
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4 na Treg. Poleg omenjenih FoxP3 interagira še s številnimi drugimi transkripcijskimi 
dejavniki in tako spodbuja delovanje Treg ter zavira transkripcijo TH efektorskih genov (10). 
1.6. LIGAND 1 ZA RECEPTOR PROGRAMIRANE CELIČNE 
SMRTI (PD-L1) 
Ligand 1 za receptor programirane celične smrti (PD-L1; poznan tudi pod imenom CD274 
ali B7-H1) je transmembranski protein. Konstantno nizke koncentracije PD-L1 najdemo na 
mirujočih limfocitih, antigene-predstavljajočih celicah in v nekaterih tkivih (roženica, 
placenta, testisi), kjer pripomore k imunski toleranci. PD-L1 je inhibitorna molekula in 
glavni ligand receptorja PD-1 (CD279). PD-1 je koinhibitorni receptor programirane celične 
smrti, ki se po indukciji ali konstantno izraža na površini mieloidnih, limfoidnih, normalnih 
epitelijskih in tudi rakavih celic. Povezava med PD-1 in PD-L1 je izjemno pomembna za 
vzpostavitev imunske tolerance in s tem preprečevanje avtoimunosti ter pretirane aktivnosti 
imunskih celic. PD-L1 je torej pomemben za vzdrževanje periferne in centralne imunske 
tolerance (12). Ekspresijo PD-L1 lahko opazimo tudi pri tumorju, kjer omogoča, da se 
rakave celice izognejo imunskemu sistemu. Eden najbolj potentnih induktorjev ekspresije 
PD-L1 je IFN-γ. Poleg IFN-γ lahko ekspresijo PD-L1 na monocitih, makrofagih in DC in 
vitro  povečamo s pomočjo IL-2, IL-17 in IL-15. S pomočjo dodanih IL-4 in GM-CSF 
povečamo ekspresijo PD-L1 v makrofagih; povečano ekspresijo pri DC dosežemo z 
dodanimi IL-6, IL-10 in IL-27. Ekspresijo PD-L1 v makrofagih, monocitih, DC, nevtrofilcih 
in LyB lahko povečamo tudi z LPS. Vezava PD-L1 na PD-1 povzroči fosforilacijske 
spremembe receptorja, kar vodi v zaviranje signalnih kaskad. Učinki se razlikujejo glede na 
to, katere celice sodelujejo pri povezavi. Pri efektorskih LyT, ki izražajo PD-1, vezava PD-
L1 vodi v apoptozo, anergijo ali oslabitev delovanja. Ob vezavi PD-L1 na PD-1, izražen na 
Treg, to vodi v njihovo proliferacijo (13). Blokada PD-L1 z nevtralizirajočimi Pt prepreči 
imunosupresivne učinke Treg in tvorbo TolDC (5). 
1.7. GOJENJE IN OZNAČEVANJE CELIC  
Celice, ki jih gojimo, v osnovi delimo na primarne celične kulture in celične linije. Primarne 
celične kulture predstavljajo celice, ki smo jih pridobili direktno iz tkiva in nanesli v 
gojitveni medij. Ko celice dosežejo določeno število, prerastejo celotno površino oziroma 
iztrošijo celični medij, jih je potrebno prenesti v novo gojitveno posodico ter jim dodati svež 
gojitveni medij in ostale dejavnike. Celične linije oziroma sub-klone pridobimo s subkulturo 
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primarnih celičnih kultur. Celične linije, ki izvirajo iz primarnih celičnih kultur, imajo 
omejeno življenjsko dobo. Z nadaljnjim presajanjem začno v kulturi prevladovati celice, ki 
imajo največjo rastno sposobnost. To vodi v genotipsko in fenotipsko podobnost znotraj 
gojenih celic. S pozitivno selekcijo gojenih celic pridobimo celični sev. Celični sev je 
skupina gojenih celic, ki imajo uniformne lastnosti; z nadaljnjim gojenjem se v primerjavi z 
začetnimi celicami navadno še dodatno genetsko spremenijo. Število celičnih delitev, preden 
celice izgubijo zmožnost proliferacije, je omejeno – končne celične linije. S postopkom 
transformacije (ta je lahko spontana ali inducirana – kemijsko ali z virusi) lahko celice 
pridobijo sposobnost neskončne delitve in tako postanejo nesmrtne – kontinuirane celične 
linije. Z gojenjem celic v celičnih kulturah pridobimo veliko celic, ki jih lahko kasneje 
uporabimo za številne poskuse (14,15). 
Gojenje celic navadno poteka v celičnih inkubatorjih. Celice lahko gojimo v različnih 
gojiščih in gojitvenih posodicah – v stekleničkah, gojitvenih ploščah, gojitvenih posodicah. 
Vsaka celična vrsta ima svoje pogoje in zahteve za rast, kar dobro preučimo, preden se 
lotimo gojenja. Gojitveni medij, v katerem gojimo celice, celicam zagotavlja optimalen pH, 
hrano in ostale sestavine, ki jih celice potrebujejo za svojo rast. Vsebina gojitvenih medijev 
se razlikuje, zato moramo za optimalno rast celic izbrati pravega. Po potrebi oziroma glede 
na poskus lahko v gojitveni medij dodamo ali odstranimo določene komponente in 
opazujemo celični odziv na spremembo okolja. Glede na zahteve celic izberemo tudi ostale 
gojitvene pogoje – temperaturo gojenja, vlažnost in koncentracijo CO2 (14). 
Celice v kulturah lahko na podlagi njihove morfologije razdelimo v tri glavne kategorije: 
fibroblastom podobne celice (vretenaste celice, ki rastejo pritrjene na podlago), epitelijskim 
celicam podobne celice (poligonalne oblike rastejo pritrjene na podlago v posameznih 
skupkih) in limfoblastom podobne celice (okrogle oblike, rastejo v suspenziji brez 
pritrjevanja na podlago) (15). 
1.7.1. ASEPTIČNO DELO  
Celice so zelo občutljive na številne mikroorganizme v okolju, ki lahko povzročijo okužbo 
celične kulture. Da to preprečimo, uporabljamo previdnostne ukrepe, s katerimi 
minimiziramo možnost kontaminacije. Pri delu s celicami torej sledimo načelom aseptičnega 
dela in uporabljamo material za enkratno uporabo. Delo poteka v komori z laminarnim 
pretokom zraka; uporabljamo sterilne reagente in opremo; nosimo zaščitni plašč in rokavice. 
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Vse pripomočke, ki jih uporabljamo, pred uporabo steriliziramo in nato še dobro očistimo z 
alkoholom. Po uporabi večino pripomočkov zavržemo (pipetni nastavki, Pasteurjeve pipete, 
sterilne pipete za enkratno uporabo, centrifugirke); ostalo (pipete, škarje, stojalo za epruvete, 
»pippetboy«) ponovno očistimo z alkoholom. Po zaključku dela v komori z laminarnim 
pretokom zraka prižgemo še ultravijolično luč, ki poskrbi za sterilizacijo delovne površine 
in uporabljene opreme (npr. pipete, škarje, stojalo za epruvete). V primeru okužbe celične 
kulture je le-to potrebno zavreči in vse dobro očistiti in sterilizirati. Poleg celične kulture 
zavržemo tudi vse uporabljene reagente (14). 
1.8. PRIPRAVA DENDRITIČNIH CELIC IZ MONOCITOV IN 
VITRO 
DC lahko in vitro pripravimo iz CD34+ predhodnikov (ob dodatku GM-CSF in TNF-α) ali 
iz monocitov (ob dodatku GM-CSF in IL-4). Iz gojenih monocitov pa lahko poleg DC 
nastanejo tudi makrofagi – odvisno od dodanih rastnih dejavnikov in citokinov (4,16). Kadar 
imamo v celičnem mediju namesto GM-CSF dodan M-CSF (makrofagne kolonije 
stimulirajoči dejavnik), nam gojeni monociti diferencirajo v makrofage. Ko pa v gojišče 
poleg GM-CSF dodamo IL-4, monociti diferencirajo v DC, kar prepoznamo po njihovi 
morfologiji, fenotipu in funkciji. F. Chapuis in sodelavci so ugotovili, da z monociti 
obogateni PBMC po 7 dneh v kulturi z dodanim GM-CSF in IL-4 hitro postanejo 
neadherentni, začnejo rasti v skupkih, spremenijo obliko in pridobijo celične označevalce, 
značilne za DC (CD1a, HLA-DQ, CD40 in CD80), ne izražajo pa CD83 in so večinoma le 
šibko CD86+. Pomanjkanje CD83 bi najverjetneje lahko bilo posledica njihove nezrelosti, 
saj CD83 označuje zrele krvne DC. CD83 se na iz monocitov pridobljenih DC pojavi, kadar 
kulturi dodamo še TNF-α ali ostale imunogene, ki celice spodbudijo k nadaljnjemu 
dozorevanju (16). 
1.8.1. INTERFERON-γ (IFN-γ) 
Poglavitni vir interferona-γ (IFN-γ) so naravne celice ubijalke in LyT. Naravne celice 
ubijalke IFN-γ izločajo v zgodnjih stopnjah imunskega odziva. Po stimulaciji potujejo v 
sekundarne limfatične organe, kjer z izločanjem zadostnih količin IFN-γ poskrbijo za 
diferenciacijo naivnih LyT v TH1. V kasnejših stopnjah imunskega odziva zadostne količine 
IFN-γ izločajo TH1 in citotoksični LyT. IFN-γ preko vpliva na prirojeno in pridobljeno vejo 
imunskega sistema sodeluje pri obrambi proti virusom; pomemben je tudi za obrambo pred 
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znotrajceličnimi bakterijami in protozoji (17–19). Na površini antigene-predstavljajočih 
celic poveča količino MHC razreda II, kar olajša aktivacijo CD4+ LyT. Pomemben je tudi 
za aktivacijo makrofagov. Poleg spodbujanja vnetja IFN-γ deluje tudi protivnetno – odvisno 
od okolja (17). Glavni mehanizmi protivnetnega delovanja IFN-γ zajemajo njegovo 
zmožnost spodbujanja aktivacije in delovanja Treg in DC. IFN-γ DC usmeri v različno 
aktivacijsko stanje, odvisno od njegove koncentracije in kombinacije z drugimi dejavniki. 
Kadar so DC stimulirane z IFN-γ v odsotnosti drugih vnetnih signalov, jih njegovo delovanje 
vodi v imunsko toleranco. Privzamejo specifični fenotip z nizkim izražanjem 
kostimulatornih molekul in povišanim izražanjem inhibitornih molekul, predvsem HLA-G 
in ILT-4. Takšne DC imajo izjemno nizko kostimulatorno sposobnost in zato ne spodbudijo 
diferenciacije naivnih LyT v TH; preko HLA-G utišajo aktivacijo citotoksičnih LyT. IFN-γ 
lahko poveča tudi ekspresijo PD-L1 molekule. Je tudi eden glavnih dejavnikov, ki lahko 
povzroči izražanje indolamin-2,3-dioksigenaze (IDO) v DC. IDO je encim, ki katalizira 
razgradnjo esencialnega triptofana (18,19). Zaradi zmanjšane količine IDO v okolju pride 
do zmanjšanje proliferacije in povečane apoptoze aktiviranih LyT. Po drugi strani IDO 
vzpodbudi nastanek oziroma ohranja Treg in TolDC (5). V prisotnosti IFN-γ, FoxP3+ Treg 
povečajo ekspresijo transkripcijskega dejavnika T-bet (t-box transkripcijski dejavnik 
TBX21). IFN-γ lahko torej prilagodi imunski odziv gostitelja – ga usmeri v obrambo pred 
okužbo ali v smer vzdrževanja homeostaze (17). 
1.8.2. LIPOPOLISAHARID (LPS), GRANULOCITNE IN MONOCITNE 
KOLONIJE STIMULIRAJOČI DEJAVNIK (GM -CSF) IN 
INTERLEVKIN 4 (IL-4) 
Lipopolisaharid (LPS) je pomembna komponenta zunanje celične membrane pri gram 
negativnih bakterijah. Gre za veliko molekulo, ki je običajno sestavljena iz lipidne domene 
(lipid A – endotoksin in glavni dejavnik virulence), somatskega antigena (O Ag; terminalna 
polisaharidna veriga) in središčnega polisaharida. Večina bakterijskih LPS molekul je 
termostabilnih in predstavlja provnetni dražljaj za imunski sistem sesalcev (spadajo v 
skupino PAMP). Primarni imunski odziv sproži preko Toll-u podobnega receptorja 4, kamor 
se veže lipid A. LPS molekule se med posameznimi vrstami bakterij razlikujejo in zato 
povzročajo močne imunske odzive. Razlike med LPS molekulami lahko uporabimo za 
serotipizacijo gram negativnih bakterij. V kliničnih raziskavah se LPS lahko uporablja za 
10 
 
indukcijo sinteze in izločanje rastnih dejavnikov (npr. IL) v in vitro in in vivo pogojih 
(20,21). 
Granulocitne in monocitne kolonije stimulirajoči dejavnik (GM-CSF) je pomemben 
hematopoetski rastni dejavnik in modulator imunosti. Nastaja znotraj številnih celic, med 
drugim znotraj LyT, makrofagov, endotelijskih celic in fibroblastov. Njegovo delovanje je 
odvisno od koncentracije, v kateri je – odvisno od koncentracije stimulira različne vrste 
progenitornih celic. Večino učinkov na LyT izvaja posredno preko antigene-predstavljajočih 
celic. GM-CSF je ključnega pomena za nastanek in dozorevanje DC (22). Rekombinantni 
humani GM-CSF v celičnih kulturah spodbudi diferenciacijo granulocitov, monocitov in 
makrofagov. Služi kot preživitveni in aktivacijski signal za zrele mieloidne celice. V 
kombinaciji z IL-4 se uporablja za pretvorbo monocitov v DC (23). 
Interlevkin 4 (IL-4) nastaja v številnih podvrstah aktiviranih limfoidnih celic (TH2, celice 
naravne ubijalke, aktivirani mastociti, bazofilci, γ/δ LyT) in ima pleiotropni učinek (na 
različne celice deluje različno) na številne efektorske celice imunskega sistema. Njegovi 
glavni učinki so spodbujanje diferenciacije TH2 iz nCD4
+, izločanje IgE iz LyB in 
privabljanje eozinofilcev. IL-4 se mora za svoje delovanje vezati na receptor, ki je na 
površini LyT, LyB, makrofagov, fibroblastov, keratinocitov in endotelijskih celic. Molekula 
IL-4 je 18 – 20 kDa velik glikoprotein, rekombinantni IL-4 pa je brez glikozilacije in zato 
aktiven (24). Rekombinantni humani IL-4 v celičnih kulturah omogoča diferenciacijo nCD4+ 
v TH2 in stimulacijo LyB. Skupaj z GM-CSF se uporablja za pretvorbo monocitov v DC 
(25). 
1.9. PRETOČNA CITOMETRIJA  
Pretočna citometrija je tehnika, ki nam omogoča hitro analizo celic. Uporabljamo jo na več 
področjih – v imunologiji, molekularni biologiji, mikrobiologiji, biologiji raka ter tudi za 
spremljanje bolezni. Za analizo največkrat uporabljamo monoklonska Pt, ki so konjugirana 
fluorescenčnimi barvili; barvila, ki se vežejo na nukleinsko kislino; barvila za določanje 
živosti, ion indikatorska barvila ali florescenco izražajoče proteine. Nekateri pretočni 
citometri nam omogočajo tudi razporeditev (izolacijo) celic za nadaljnje analize (26). 
Analizo izvajamo s pomočjo pretočnega citometra, ki je sestavljen iz treh sistemov – 
fluidike, optike in elektronike. Celice, ki se razporedijo ena za drugo, skupaj z nosilno 
tekočino potujejo mimo enega ali več laserjev. Vsaka celica je analizirana z vidno svetlobo, 
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ki se meri v dveh smereh, ter z enim ali več fluorescentnimi parametri. Z merjenjem prehoda 
vidne svetlobe pod kotom 0 stopinj dobimo podatek o velikosti celice; z merjenjem pod 
kotom 90 stopinj dobimo podatek o granuliranosti oziroma kompleksnosti celice (26). 
Fotodetektorji analogni svetlobni signal pretvorijo v digitalnega, kar omogoča analizo 
rezultatov. Rezultat merjenja s pretočno citometrijo običajno prikažemo v obliki grafa. Na x 
osi je predstavljena intenziteta fluorescence specifičnega fluorokroma, na y osi pa število 
celic. Še pogosteje se uporablja graf, kjer je tako na x kot na y osi prikazana intenziteta 
fluorescence dveh uporabljenih fluorokromov. Število celic je v tem primeru prikazano s 
točkami (pikicami) in različnimi barvami. Tak prikaz nam omogoča tudi tako imenovano 
zamejevanje različnih celičnih populacij (6). 
1.10. FLUOROKROMI 
Za označevanje in preučevanje različnih lastnosti celice s pomočjo pretočnega citometra 
lahko uporabimo fluorokrome. Fluorokromi so naravne ali umetne spojine, ki jih s svetlobo 
določene valovne dolžine lahko vzbudimo in med vračanjem v osnovno stanje oddajajo 
svetlobo pri daljši valovni dolžini. Za izbiro fluorokroma sta poleg njegove stabilnosti, 
prekrivanja z drugimi fluorokromi, relativne svetlosti in zmožnosti vezave na Pt pomembni 
tudi valovni dolžini eksitacije in emisije. Fluorescenčni profil izbranega fluorokroma mora 
biti kompatibilen z optičnimi nastavitvami pretočnega citometra, saj nam to omogoča 
pravilno detekcijo (27). 
Fluorokrome, ki se uporabljajo v večkanalni pretočni citometriji, lahko razvrstimo v štiri 
skupine:  
1) majhne molekule (npr. fluorescein izotiocianat, cianini, Alexa Fluor …),   
2) velike molekule na osnovi proteinov (npr. fikoeritrin, alofikocianin …),  
3) engineered polymeric antennae (npr. briljant vijolično, briljant modro …) ali   
4) anorganski fluorescentni nanokristali (npr. kvantne pike) (27). 
V nadaljevanju so na kratko predstavljeni trije fluorokromi, katerih sposobnost prehajanja 
permeabilizirane membrane in označevanja FoxP3 smo preučevali v okviru magistrske 
naloge. 
1.10.1. FLUORESCEIN IZOTIOCIANAT (FITC) 
Fluorescein izotiocianat (FITC) je najpogosteje uporabljeno fluorescenčno barvilo za 
določanje/opazovanje bioloških molekul. Gre za majhno organsko molekulo z molekulsko 
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maso 389 Daltonov. Običajno ga vežemo na Pt; iskano molekulo/protein določamo preko 
vezave Ag-Pt. Je dobro topen v vodi, kar omogoča enostavno pripravo konjugatov; ima velik 
eksitacijski koeficient in tvori malo nespecifičnih konjugatov z večino biološkega tkiva. 
Fluorescein najbolj vzbudimo z modro svetlobo; primarno oddaja zeleno do rumeno 
fluorescenco. Valovna dolžina oddane svetlobe med 450 in 500 nm omogoča uporabo s 
konvencionalnim fluorescenčnim mikroskopom. Poleg vseh dobrih lastnosti ima FITC tudi 
manj želene lastnosti. Je slabo fotostabilen, občutljiv na spremembe pH in polarnost topila; 
poleg tega se njegov emisijski spekter prekriva s celično avtofluorescenco (26,28). Da bi 
izboljšali njihove neželene lastnosti, so proizvajalci razvili nove različice barvil (npr. barvila 
Alexa Fluor). Nova barvila imajo podobne spektralne lastnosti kot klasični fluorokromi; 
imajo povečano fotostabilnost; so manj občutljivi na spremembe pH in imajo povišan 
kvantni izkoristek (29). 
1.10.2. FIKOERITRIN (PE) IN ALOFIKOCIANIN (APC) 
Fikoeritrin (PE) in alofikocianin (APC) uvrščamo v skupino fikobiliproteinov. To je skupina 
velikih proteinskih molekul (molekulska masa od 100.000 do 240.000 Daltonov), ki jih 
pridobimo iz cianobakterij, ognjenih in rdečih alg. Kromofor predstavlja odprta veriga 
tetrapirolne skupine – bilin. Ti kromofori so kovalentno vezani na podenote 
fikobiliproteinov. Spektralne lastnosti fikobiliproteinov so različne in so odvisne od tipa 
vezave bilinov. Imajo velik Stokesov premik, so stabilni, dobro topni v vodi; njihov emisijski 
spekter je pričakovan. Eksitacijski koeficient je približno 30-krat večji kot pri fluoresceinu 
(2,4 x 106 M-1 cm-1); prav tako svetijo močneje in imajo večji kvantni izkoristek. Tudi 
njihova fotostabilnost je boljša v primerjavi s fluoresceinom. Dolga valovna dolžina 
absorbcije in eksitacije omogoča njihovo uporabo, kadar imamo opravka z avtofluorescenco. 
Njihova velikost omogoča kvantitativno pretočno citometrijo, saj se fikobiliproteini na 
celične proteine običajno vežejo v razmerju 1:1. Nagnjeni so k fotobledenju, zato njihova 
uporaba v primeru večkratne izpostavitve viru eksitacije ni primerna (26,30). Zaradi svoje 
svetle fuorescence, velikega Stokesovega premika in enostavne konjugacije s Pt so uporabni 




2. NAMEN DELA 
Za določanje znotrajceličnih označevalcev uporabljamo Pt, konjugirana z različnimi 
fluorokromi. V okviru magistrske naloge bomo preverili, ali različni fluorokromi vplivajo 
na kvaliteto označevanja. Preverili bomo vpliv treh poglavitnih fluorokromov – Alexa Fluor 
488, PE in APC. Alexa Fluor 488 predstavlja malo molekulo, PE in APC pa sta proteina. 
Razlika v velikosti fluorokromov bi teoretično lahko vplivala na prehod skozi 
permeabilizirano membrano in na označevanje tarčnih proteinov v celici. Pričakujemo, da 
bo Alexa Flour 488 zaradi manjše velikosti lažje prehajal celično membrano v primerjavi s 
PE in APC. Rezultate primerjave bomo v nadaljevanju uporabili v optimiziranem protokolu 
intracelularnega označevanja določanja indukcije FoxP3+ Treg. Istočasno bomo preverili 
tudi vpliv signalizacije preko osi PD-1/PD-L1 pri indukciji FoxP3+ Treg s strani DC, 
aktiviranih z LPS in IFN-γ. 
Magistrska naloga je del programa ARRS P3-0371. Nosilec projekta je prof. dr. Primož 
Rožman, dr. med., spec. transf. med., v okviru Zavoda Republike Slovenije za transfuzijsko 
medicino. Za potrebe programa je bilo pridobljeno tudi mnenje Komisije za medicinsko 




3. MATERIALI IN METODE 
Praktični del magistrske naloge je bil sestavljen iz dveh delov. V prvem delu smo iz 
levkocitnega pripravka izolirali periferne monojedrne celice (PBMC), jih gojili 24 ur in nato 
označili za namen analize na pretočnem citometru. Za označevanje smo uporabili Pt, ki so 
bila konjugirana z različnimi fluorokromi – z FITC, Alexa Fluor 488, PE in APC. Označili 
smo površinski označevalec CD45 in znotrajcelični FoxP3. Z različnimi fluorokromi 
označene celice smo nato analizirali s pretočnim citometrom in izbrali najbolj optimalen 
fluorokrom za označevanje FoxP3. V drugem delu smo iz izoliranih PBMC najprej osamili 
populacijo CD14+ monocitov in iz njih pripravili nezrele DC. DC smo nato aktivirali na 4 
različne načine in jih kasneje gojili v ko-kulturi z naivnimi CD4+ celicami. Ob koncu ko-
kulture smo populacijo LyT označili z ustreznimi Pt za določanje populacije Treg. Za 
označevanje FoxP3 smo uporabili Pt označeno s fluorokromom, ki se je v prvem delu 
magistrske naloge izkazal za najbolj optimalnega, in opazovali intenziteto indukcije Treg 
pod različnimi pogoji. Poleg znotrajceličnega FoxP3 smo za določitev populacije Treg celic 
označili še površinske CD3, CD4, CD25 in CD127. Količino induciranih FoxP3+ Treg smo 
določili na podlagi FoxP3+ populacije, ki smo jo zaznali med CD3+CD4+CD25+CD127nizko 
populacijo. Sočasno smo preverili tudi vpliv molekule PD-L1 na indukcijo Treg z uporabo 
nevtralizacijskih Pt. 
3.1. REAGENTI 
- nesterilni pufer DPBS, Gibco, Thermo Fisher Scientific (ZDA), 
- sterilen pufer DPBS, Gibco, Thermo Fisher Scientific (ZDA), 
- destilirana voda, 
- levkocitni pripravek iz krvi odvzete krvodajalcem, 
- Lympholyte® – H, 100 mL Sterile Solution, Cedarlane Laboratories (Kanada), 
- celično gojišče RPMI - 1640, Lonza (Švica), 
- antiCD14 Pt vezana na magnetne kroglice (Miltenyi CD14 MicroBeads), Miltenyi 
Biotec (Nemčija), 
- AB serum – pripravljen iz krvi krvodajalcev na Zavodu RS za transfuzijsko 
medicino, 
- FBS – fetusni serum goveda, Gibco, Thermo Fisher Scientific (ZDA), 
- Gentamicin, Sigma Aldrich (Nemčija), 
- GlutaMax, Gibco, Thermo Fisher Scientific (ZDA), 
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- IL-2, koncentracija 200 IU/mL, Miltenyi Biotec (Nemčija), 
- IL-4, koncentracija 1000 IU/mL, Miltenyi Biotec (Nemčija), 
- GM-CSF, koncentracija 800 IU/mL, Miltenyi Biotec (Nemčija), 
- LPS, koncentracija 20 ng/mL, Sigma Aldrich (Nemčija), 
- IFN-γ, koncentracija 1000 IU/mL, Miltenyi Biotec (Nemčija), 
- CD45-PE: Pt proti CD 45 konjugirano s PE, Miltenyi Biotec (Nemčija), 
- CD45-FITC: Pt proti CD45 konjugirano z FITC, Miltenyi Biotec (Nemčija), 
- FoxP3-PE: Pt proti FoxP3 konjugirano s PE, Miltenyi Biotec (Nemčija), 
- FoxP3-APC: Pt proti FoxP3 konjugirano z APC, Miltenyi Biotec (Nemčija), 
- FoxP3-Alexa Fluor 488: Pt proti FoxP3 konjugirano z Alexa Fluor 488 BioLegend 
(ZDA), 
- monoklonsko Pt proti CD3, koncentracija 5 µg/mL, Biolegend (ZDA), 
- monoklonsko Pt proti CD28, koncentracija 5 µg/mL, Biolegend (ZDA), 
- CD25-PE: Pt proti CD25 konjugirano s PE, Miltenyi Biotec (Nemčija), 
- CD3-BV: Pt proti CD3 konjugirano z Brilliant Violet 510, BioLegend (ZDA), 
- CD4-APC: Pt proti CD4 konjugirano z APC, BioLegend (ZDA), 
- CD127-PE_Vio: Pt proti CD127 konjugirano s PE Vio 770, Miltenyi Biotec 
(Nemčija), 
- funkcijsko Pt proti PD-L1: ULTRA-LEA purified anti-human CD127 (B7-H1, PD-
L1), BioLegend (ZDA), 
- reagenčni komplet za fiksacijo in permeabilizacijo celic: True-Nuclear Transcription 
Factor Buffer Set, BioLegend (ZDA): 
- True Nuclear 4x Fix Concentrate, 
- True Nuclear Fix Diluent, 
- True Nuclear 10x Perm Buffer. 
3.2. OPREMA IN PRIPOMOČKI  
- komora z laminarnim pretokom zraka Mc 15-3, Iskra PIO (Slovenija), 
- centrifuga Jouan CR4i, Thermo Electron Industries SAS (Francija), 
- avtomatski števec za štetje celic, ViCell XR, Beckman Coulter (ZDA), 




- magnetna plošča, stojalo za kolono in kolona LS za imunomagnetno selekcijo, Midi 
MACS MicroBeads, Miltenyi Biotec (Nemčija), 
- invertni svetlobni mikroskop Nikon Eclipse Ti-S, Nikon (Japonska), 
- pretočni citometer MACSQuant Analyzer 10, Miltenyi Biotec (Nemčija), 
- centrifugirke (25 mL in 50 mL), VWR International (ZDA), 
- sterilne pipete različnih volumnov (5 mL, 10 mL, 25 mL), Corning (ZDA), 
- Pasteurjeve pipete, FL Medical (Italija), 
- pipete Research Plus, Eppendorf (Nemčija), 
- nastavki za pipete, Eppendorf (Nemčija), 
- avtomatski pipetor, Pipetboy accu-jet® proBrand, (Nemčija), 
- epruvete za pretočni citometer, Falcon Advantage (ZDA), 
- sterilne posodice volumna 250 mL, 
- posoda za gojenje celic (75 cm3), VWR (ZDA), 
- plošče za gojenje celic (6 in 48 vdolbin), VWR (ZDA), 
- vibracijski mešalnik MS2 Minishaker, IKA (Nemčija). 
3.3. METODE 
Metode so povzete po standardnih operativnih postopkih Zavoda Republike Slovenije za 
transfuzijsko medicino in po navodilih proizvajalcev uporabljenih reagenčnih kompletov. 
Delo s celicami je potekalo v komori z laminarnim pretokom zraka pod aseptičnimi pogoji. 
3.4. IZBIRA NAJUSTRZNEJŠEGA FLUOROKROMA ZA 
OZNAČEVANJE FoxP3  
3.4.1. OSAMITEV PERIFERNIH ENOJEDRNIH CELIC 
Periferne monojedrne celice (PBMC) smo pridobili iz zgoščenih levkocitnih plasti (buffy 
coat) prostovoljnih darovalcev. Vsebino vrečke z levkocitnim pripravkom (približno 50 mL) 
smo prelili v 250-mililitrsko sterilno posodo in jo do volumna 120 mL dopolnili s sterilnim 
pufrom DPBS. 
V štiri 50-mililitrske centrifugirke smo odpipetirali po 11,5 mL reagenta Lympholyte® – H 
in dodali po 1 mL sterilnega DPBS pufra. Centrifugirke smo nežno pomešali in inkubirali 
nekaj minut, da se je vsebina segrela na sobno temperaturo (RT). S sterilno pipeto smo nato 
v vsako od centrifugirk dodali po 25 mL suspenzije levkocitnega pripravka (pri tem je zelo 
pomembno, da se vsebina ne zmeša). Sledilo je prvo centrifugiranje, s katerim smo 
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poskrbeli, da so se celice razvrstile glede na gostoto (slika 1A in 1B). Centrifugirali smo 15 
minut pri RT, 950 g, s pospeškom 1 in pojemkom 1. 
Po končanem centrifugiranju smo s pomočjo Pasteurjeve pipete pobrali trombocitno-
levkocitno plast iz dveh centrifugirk in jo prenesli v novo 50-mililitrsko centrifugirko. Enako 
smo storili z drugima dvema centrifugirkama. Obe novi centrifugirki smo nato dopolnili s 
sterilnim pufrom DPBS do volumna 50 mL. Sledilo je drugo centrifugiranje (slika 1C), ki je 
služilo spiranju celic (s čimer smo se znebili neželenih reagentov kot npr. reagenta 
Lympholyte®-H). Centrifugirali smo 10 minut, pri RT, 600 g, s pospeškom 5 in pojemkom 
5 (maksimalna nastavitev). Po centrifugiranju smo s sterilno pipeto odstranili skoraj ves 
supernatant. S pipeto in pipetnim nastavkom smo razbili pelet in ga resuspendirali v 8 mL 
sterilnega pufra DPBS. Postopek smo ponovili še v drugi centrifugirki in nato vsebino obeh 
združili v novi centrifugirki ter s sterilnim pufrom DPBS dopolnili do volumna 50 mL. S 
spiranjem smo nadaljevali in tako s tretjim centrifugiranjem odstranjevali še trombocite, ki 
niso zaželeni pri nadaljnjem postopku. Za ta namen je centrifugiranje potekalo 10 minut pri 
RT, 300 g, pospešku 5 in pojemku 5. Po končanem centrifugiranju smo odstranili 
supernatant, razbili pelet, ga resuspendirali v 8 mL pufra in dopolnili s sterilnim pufrom 
DPBS do volumna 50 mL ter ponovno centrifugirali pri enakih pogojih. Po centrifugiranju 
smo pelet resuspendirali v 1 mL sterilnega pufra DPBS in nato dodali še 9 mL sterilnega 
pufra DPBS. Dobro smo premešali s sterilno pipeto, nato pa odvzeli vzorec in z 
analizatorjem ViCell XR prešteli celice. Preostalo suspenzijo celic smo do volumna 50 mL 
dopolnili s sterilnim pufrom DPBS in ponovno centrifugirali pri enakih pogojih. Postopek 
tretjega centrifugiranja ponovimo vsaj trikrat oziroma dokler supernatant ni dovolj bister. Po 




Slika 1: Na sliki so prikazane stopnje v postopku izolacije PBMC iz levkocitnega pripravka. 
A prikazuje stanje po nanosu krvne suspenzije na mešanico reagenta Lympholyte® – H in 
sterilnega pufra DPBS. B prikazuje razvrstitev celic glede na gostoto – zgoraj je plast 
trombocitov, sledi plast PBMC, nato plast reagenta; na dnu so eritrociti. C prikazuje stanje 
po drugem centrifugiranju. 
Izolirane in preštete PBMC lahko uporabimo za nadaljnje poskuse – lahko jih nanesemo na 
gojišča, iz njih s pomočjo ločitvene kolone izoliramo drugo podvrsto celic (npr. monocite, 
limfocite) ali pa jih zamrznemo in uporabimo kasneje. 
3.4.2. ŠTETJE CELIC Z ANALIZATORJEM ViCell XR  
Za štetje celic smo uporabili analizator ViCell XR. V plastično posodico smo odpipetirali 
475 µL sterilnega pufra DPBS in vanj dodali 25 µL suspenzije celic resuspendiranih v 10 
mL sterilnega DPBS. Plastično posodico smo postavili v eno izmed 12 mest v analizatorju. 
Na računalniku smo zagnali program za analizo celic z ViCell XR. Kliknili smo na »Log in 
sample«, vnesli pozicijo vzorca, izbrali katere celice naj analizator prešteje (v našem primeru 
so to PBMC), navedli ime vzorca, redčitev (v našem primeru je to 20) in zagnali meritev 
(kliknemo »Start queue«). Analizator avtomatsko prešteje iskane celice v vzorcu in nam 
poda število celic v mL. Določi tudi živost celic. 
3.4.3. PRIPRAVA KOMPLETNEGA GOJIŠČA  
Gojitvenemu mediju RPMI – 1640 je že bila dodana ustrezna količina aminokisline L-
glutamin in gentamicina. L-glutamin je dodan v 1 % celotnega volumna gojitvenega medija, 
gentamicin pa v 0,1 % (v 500 mL RPMI – 1640 torej dodamo 5 mL L-glutamina in 500 µL 
gentamicina). L-glutamin omogoča normalno rast celic, gentamicin pa preprečuje nastanek 
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bakterij. Za pripravo kompletnih gojišč smo gojitvenemu mediju RPMI – 1640 z dodanima 
L-glutaminom in gentamicinom v ustrezni količini – dodali še FBS oziroma AB serum. Za 
pripravo 50 mL gojišča cRPMI-AB, smo 45 mL RPMI – 1640 dodali 5 mL AB seruma, 
pomešali in ogreli na sobno temperaturo. Tako pripravljeno gojišče smo uporabili za gojenje 
PBMC, odmrzovanje nCD4+ in pripravo ko-kulture DC in nCD4+. Podobno smo pripravili 
tudi cRPMI-FBS, ki smo ga uporabili za diferenciacijo DC iz osamljenih monocitov in 
aktivacijo DC. Za pripravo 50 mL cRPMI-FBS smo 45 mL RPMI – 1640 dodali 5 mL FBS, 
pomešali in ogreli na sobno temperaturo. 
3.4.4. GOJENJE PBMC 
Po zadnjem centrifugiranju smo pelet resuspendirali v ustreznem volumnu gojišča cRPMI-
AB. Ploščo za gojenje celic s 6 vdolbinami smo označili s podatki (volumen in število celic, 
vrsta gojišča, vrste celic in dodatkov, dan in datum nanosa). V dve vdolbini smo nanesli po 
5 mL gojišča cRPMI-AB in vanj dodali ustrezen del suspenzije celic. Za potrebe našega 
poskusa smo v posamezno vdolbino nanesli 10 x 106 izoliranih PBMC. V eno od vdolbin 
smo dodali še po 5 µL Pt proti CD3, Pt proti CD28 in IL-2. IL-2 je rastni dejavnik, ki 
uravnava rast Ly; topni obliki Pt smo dodali za aktivacijo LyT. Vdolbina brez dodatkov 
predstavlja netretirane celice, vdolbina z dodatki pa tretirane celice. Ploščo za gojenje celic 
smo nato prenesli v celični inkubator (37 °C in 5 % CO2) in inkubirali 24 ur. 
3.4.5. OZNAČEVANJE PBMC  
Po 24-urni inkubaciji v celičnem inkubatorju smo ponovno prešteli celice v posamezni 
vdolbini. Celotno vsebino vdolbine (celice, gojišče in dodatke) smo prenesli v centrifugirko 
(vsebina vsake vdolbine gre v svojo centrifugirko) in centrifugirali 5 minut pri RT, 450 g, 
pospešku 5 in pojemku 5, da so se celice zbrale na dnu centrifugirke. Po končanem 
centrifugiranju smo odstranili supernatant in pelet resuspendirali v 1 mL sterilnega pufra 
DPBS. Z ViCell XR smo prešteli celice. Celice smo ponovno resuspendirali v 10 mL 
sterilnega pufra DPBS, jih centrifugirali pri enakih pogojih in jim odstranili supernatant. 
Pelet glede na potrebe poskusa resuspendiramo v ustreznem volumnu sterilnega DPBS. 
Izračun potrebne količine sterilnega DPBS je prikazan z enačbo 1 v poglavju 4.1. Delo od 
tu naprej, z izjemo priprave fiksacijskega in permeabilizacijskega reagenta, poteka zunaj 
komore z laminarnim pretokom zraka. Suspenzijo netretiranih celic smo prenesli v 3 
epruvete za pretočno citometrijo (5 mL) – v vsako po 100 µL. Enako smo storili s suspenzijo 
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tretiranih celic. Za potrebe analize s pretočnim citometrom smo v eno dodatno epruveto 
prenesli 100 µL netretiranih celic, ki jih nismo barvali, spirali ali centrifugirali, ampak smo 
jih uporabili zgolj za nastavitev parametrov na pretočnem citometru. V ostalih šest epruvet 
smo dodali še 2 µL s fluorokromi-označenih Pt – v 2 epruveti netretiranih in 2 epruveti 
tretiranih celic smo dodali Pt proti CD45 konjugirana s PE, v eno epruveto netretiranih in 
eno epruveto tretiranih celic pa Pt proti CD45 konjugirana s FITC. Epruvete smo nato 
inkubirali v temi 15 minut. 
3.4.5.1. PRIPRAVA FIKSACIJSKEGA IN PERMEABILIZACIJSKEGA REAGENTA 
Med inkubacijo smo pripravili fiksacijski in permeabilizacijski reagent. Glede na število 
vzorcev, ki jih imamo, preračunamo, koliko mL posameznega reagenta bomo potrebovali. 
Za pripravo 1-kratnega fiksacijskega reagenta smo 4-kratni koncentrat fiksacijskega 
reagenta razredčili z diluentom – volumen koncentrata fiksacijskega reagenta smo izračunali 
po enačbi: ¼ x končni volumen raztopine. Volumen diluenta je razlika med končnim 
volumnom in volumnom koncentrata fiksacijskega reagenta.  Za pripravo 1-kratnega 
permeabilizacijskega reagenta 10-kratni permeabilizacijski reagent redčimo z destilirano 
vodo. Volumen permeabilizacijskega koncentrata izračunamo po enačbi: 1/10 x končni 
volumen raztopine; volumen destilirane vode je razlika med končnim volumnom in 
volumnom koncentrata permeabilizacijskega reagenta. 
Ker smo za analizo imeli 6 vzorcev, smo si pripravili 7 mL 1-kratnega fiksacijskega reagenta 
in 40 mL 1-kratnega permeabilizacijskega reagenta. Za pripravo 7 mL 1-kratnega 
fiksacijskega reagenta, smo v centrifugirki zmešali 1,75 mL 4-kratnega fiksacijskega 
reagenta in 5,25 mL diluenta. Za pripravo 40 mL 1-kratnega permeabilizacijskega reagenta, 
smo 4 mL 10-kratnega permeabilizacijskega reagenta dodali 36 mL destilirane vode. 
Po 15-minutni inkubaciji smo celice sprali z 1 mL nesterilnega pufra DPBS, ki smo ga v 
epruvete dodali s Pasteurjevo pipeto. Vsebino epruvet smo pomešali na vibracijskem 
mešalniku in nato centrifugirali 5 minut pri RT, 500 g, pospešku 5 in pojemku 5. Odstranili 
smo supernatant, dodali v vsako epruveto po 1 mL 1-kratnega fiksacijskega reagenta, 
ponovno pomešali na vibracijskem mešalniku in inkubirali 1 uro v temi. Po inkubaciji smo 
v vsako epruveto dodali po 2 mL 1-kratnega permeabilizacijskega reagenta, pomešali na 
vibracijskem mešalniku in centrifugirali 5 minut pri RT, 500 g, pospešku 5 in pojemku 5. 
Odstranili smo supernatant ter ponovili postopek spiranja z 2 mL permeabilizacijskega 
21 
 
reagenta, mešanjem in centrifugiranjem. Po ponovnem centrifugiranju smo odstranili 
supernatant in preostalo vsebino pomešali na vibracijskem mešalniku. V vsako od epruvet 
smo dodali Pt proti FoxP3, označena z različnimi fluorokromi – v epruveti, kjer smo imeli 
dodano Pt proti CD45 konjugirano s FITC smo dodali Pt proti FoxP3 konjugirana s PE; v 
eno epruveto netretiranih in eno epruveto tretiranih celic z dodanimi Pt proti CD45 
konjugiranimi s PE smo dodali Pt proti FoxP3 konjugirana z APC; v preostali 2 epruveti 
smo dodali Pt proti FoxP3 konjugirana z Alexa Fluor 488. Volumen Pt proti FoxP3 s PE in 
Pt proti FoxP3 z APC je znašal 2,5 µL, volumen Pt proti FoxP3 z Alexa Fluor 488 5 µL. 
Epruvete smo nato inkubirali 1 uro v temi. 
Po inkubaciji smo v vsako od epruvet ponovno dodali po 2 mL permeabilizacijskega 
reagenta, pomešali na vibracijskem mešalniku in centrifugirali 5 minut pri RT, 500 g, 
pospešku 5 in pojemku 5. Odpipetirali smo supernatant in preostalo vsebino pomešali na 
vibracijskem mešalniku. V vsako epruveto smo dodali še par kapljic nesterilnega pufra 
DPBS in nato analizirali na pretočnem citometru. 
3.4.6. ANALIZA NETRETIRANIH IN TRETIRANIH IZOLIRANIH 
ENOJEDRNIH CELIC NA PRETOČNEM CITOMETRU  
Za analizo celic smo uporabili pretočni citometer MACSQuant Analyzer 10 proizvajalca 
Miltenyi Biotec. Pred pričetkom analize s pretočnim citometrom je vedno potrebno opraviti 
kalibracijo, kar nam bo zagotovilo pravilnost rezultatov. Poleg kalibracije smo na začetku 
analize opravili tudi kompenzacijo, s čimer smo poskrbeli, da je vsak uporabljen fluorokrom 
seval v svoj kanal in ni bilo prekrivanja signalov. Kompenzacijo smo opravili z enakimi 
barvili, kot smo jih uporabili za barvanje celic. Kompenzacija nam bo služila za vse nadaljnje 
analize. 
Zaradi zahtevnosti dela s pretočnim citometrom je analizo opravila dr. Nataša Tešič. 
Rezultati analize so prikazani v poglavju rezultati (poglavje 4.1., preglednici V in VI).  
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3.5. INDUKCIJA Treg, OZNAČEVANJE FoxP3 Z IZBRANIM 
FLUOROKROMOM IN PREUČEVANJE POMENA  MOLEKULE 
PD-L1 
V drugem delu magistrske naloge smo z izbranim fluorokromom označili FoxP3 in 
opazovali odstotek induciranih Treg v ko-kulturah z različno aktiviranimi DC. 
Za ta del poskusov smo ponovno potrebovali PBMC, ki smo jih izolirali iz levkocitnega 
pripravka. Iz tako izoliranih PBMC smo s pomočjo imunomagnetnega ločevanja s pozitivno 
selekcijo na hitri ločitveni koloni osamili CD14+ celice (monocite). Osamljene monocite 
smo prenesli na gojitvene plošče in jih s pomočjo rastnih dejavnikov usmerili v DC. DC smo 
nato aktivirali na različne načine in jih uporabili za indukcijo naivnih LyT. Z analizo na 
pretočnem citometru smo preverili delež induciranih FoxP3+ Treg v populaciji LyT. Hkrati 
smo preučevali tudi pomen molekule PD-L1. 
3.5.1. OSAMITEV CELIČNIH POPULACIJ S POZITIVNO SELEKCIJO 
NA LOČITVENIH KOLONAH  
Za osamitev želene celične populacije iz osamljenih PBMC lahko uporabimo sveže 
pripravljene, gojene ali odmrznjene celice. Celice pred pričetkom izolacije preštejemo z 
analizatorjem ViCell XR – število celic nam pomaga pri izbiri ločitvene kolone. 
3.5.1.1. PRIPRAVA RAZTOPINE P 
Pred pričetkom dela smo si pripravili 0,5 % raztopino FBS v sterilnem pufru DPBS 
(raztopina p). V 50-mililitrsko centrifugirko smo odpipetirali 40 mL sterilnega DPBS in mu 
dodali 200 µL FBS. Raztopino smo postavili v hladilnik. Glede na potrebe po raztopini p 
lahko količine reagentov zmanjšamo ali povečamo, pazimo pa na to, da ohranjamo razmerje. 
3.5.1.2. OSAMITEV MONOCITOV 
Za osamitev monocitov smo izbrali hitro kolono (kolona LS, Miltenyi Biotec GmbH). 
Uporabili smo sveže PBMC, ki smo jih izolirali iz levkocitnega pripravka. Po tretjem 10-
minutnem centrifugiranju pri RT, 300 g, pospešku 5 in pojemku 5, ko je bil supernatant 
bister, smo odstranili ves supernatant, pelet resuspendirali v ustreznem volumnu hladne 
raztopine p, da je bila suspenzija homogena, in inkubirali 20 minut v hladilniku. Po 
inkubaciji smo dodali še Pt proti CD14, vezana na magnetne kroglice (volumen Pt je ¼ 
volumna raztopine p) in ponovno inkubirali 15 minut v hladilniku. Po inkubaciji smo dodali 
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20 mL sterilnega pufra DPBS iz hladilnika in centrifugirali 5 minut pri RT, 400 g, pospešku 
5 in pojemku 5. Med centrifugiranjem smo pripravili ločitveno kolono – jo namestili na 
magnetno držalo in omočili s 3 mL raztopine p. Pod kolono smo namestili centrifugirko, v 
katero smo zbirali odpadno frakcijo. Po centrifugiranju smo odstranili supernatant in pelet 
resuspendirali v 950 µL raztopine p. Suspenzijo celic smo prenesli na kolono. Po vezavi 
celic, smo kolono sprali najprej z 1 mL raztopine p, nato pa še dvakrat s po 5 mL raztopine 
p. Po spiranju smo kolono sneli z magnetnega držala in vezane CD14+ s 3 mL raztopine p 
iztisnili v novo 50-mililitrsko centrifugirko. Z raztopino p smo dopolnili do volumna 5 mL 
ter centrifugirali 5 minut pri RT, 400 g, pospešku 5 in pojemku 5. Po končanem 
centrifugiranju smo odstranili supernatant, pelet resuspendirali v 1 mL sterilnega pufra 
DPBS (s tem smo poskrbeli, da v gojišče nismo nanesli prevelike količine pufra, ki bi lahko 
razredčila gojišče) in prešteli celice z analizatorjem ViCell XR. 
3.5.2. PRIPRAVA DENDRITIČNIH CELIC IZ OSAMLJENIH 
MONOCITOV 
Za pripravo DC potrebujemo osamljene monocite, ki smo jih iz izoliranih PBMC pridobili s 
pomočjo osamitve s pozitivno selekcijo na ločitveni koloni. Osamljene monocite v 
nadaljevanju nanesemo na gojitveno ploščo z vdolbinami. 
3.5.2.1. NANOS OSAMLJENIH MONOCITOV NA GOJITVENO PLOŠČO 
Gojitveno ploščo s 6 vdolbinami smo označili z vsemi potrebnimi podatki (število celic in 
volumen, v katerem so, vrsto uporabljenega gojitvenega medija, vrsto eksperimenta ter 
datumom in dnevom nanosa). Optimalen volumen gojišča za milijon celic je 1,6 mL. Glede 
na potrebe poskusa preračunamo, koliko celic bomo potrebovali. Ker za gojenje uporabljamo 
gojitveno ploščo s 6 vdolbinami, je maksimalen volumen vsebine, ki jo lahko dodamo v 
posamezno vdolbino 10 mL. 
V posamezno vdolbino smo tako nanesli 8 mL gojitvenega medija, dodatke in 5 x 106 
osamljenih monocitov. Da je priprava in dodajanje dodatkov čim enostavnejša, so ti že 
alikvotirani tako, da za vsak mL gojitvenega medija dodamo 1 µL raztopine 
rekombinantnega proteina. Tako smo v posamezno vdolbino najprej nanesli 4 mL cRPMI-
FBS, dodali 8 µL GM-CSF (aktivnost 800 IU/mL) in 8 µL IL-4 (aktivnost 1000 IU/mL), 
ustrezen volumen suspenzije monocitov (ki so bili resuspendirani v 1 mL sterilnega DPBS 
– izračun prikazan z enačbo 2 v poglavju 4.2.2.) in nato še 4 mL cRPMI-FBS. Z dodanima 
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GM-CSF in IL-4 smo poskrbeli za usmeritev monocitov v DC. Gojitveno ploščo smo pokrili 
in jo prenesli v celični inkubator (37 °C in 5 % CO2), kjer smo celice inkubirali 2 dni. 
3.5.2.2.MENJAVA GOJIŠČA 
Po 48-urni inkubaciji monocitov v celičnem inkubatorju pri 37 °C in 5 % CO2 smo celicam 
zamenjali gojitveni medij in dodali sveže rastne dejavnike. Pred menjavo gojitvenega medija 
smo pod mikroskopom ocenili stanje celic – njihovo število, obliko in prisotnost morebitne 
okužbe. cRPMI-FBS smo ogreli na RT. Ker smo celice gojili v gojitveni plošči in ne posodi, 
nam za zamenjavo medija ni bilo potrebno centrifugirati celotne vsebine vdolbine. Ploščo 
smo le rahlo nagnili in z vrha pobrali 4 mL gojišča. V vsako od vdolbin smo nato dodali po 
8 µL GM-CSF in IL-4 ter po 4 mL cRPMI-FBS. Gojitveno ploščo smo pokrili in jo prenesli 
nazaj v celični inkubator (37 °C in 5 % CO2), kjer smo celice ponovno inkubirali 3 dni. 
3.5.3. AKTIVACIJA DENDRITIČNIH CELIC  
Po 5-dnevni diferenciaciji smo celice ponovno pogledali pod mikroskopom in ocenili 
njihovo stanje. cRPMI-FBS smo ogreli na RT. S pipeto in pipetnim nastavkom smo pomešali 
celice in gojišče ter tako poskrbeli, da so se nam celice odlepile od podlage. Postopek smo 
ponavljali, dokler se nam večina celic ni odlepila od podlage; nato smo vsebino celotne 
vdolbine odpipetirali in prenesli v centrifugirko. Vdolbino, v kateri smo gojili celice, smo 
napolnili z 2 mL sterilnega pufra DPBS, da se nam morebitne preostale celice ne bi izsušile. 
Enak postopek smo ponovili v drugi vdolbini (vsebino druge vdolbine smo prenesli v isto 
centrifugirko kot vsebino prve vdolbine). Ponovno smo pogledali gojitveno ploščo pod 
mikroskopom in tako ocenili uspešnost odlepljenja celic in njihovega prenosa v 
centrifugirko. Če vidimo, da je na podlago prilepljenih še veliko celic, to vdolbino še 
nadaljnje spiramo s sterilnim pufrom DPBS in vsebino prenašamo v centrifugirko. Postopek 
ponavljamo, dokler ne odlepimo večine celic. Centrifugirko smo s sterilnim pufrom DPBS 
dopolnili do volumna 20 mL in centrifugirali 7 minut pri RT, 400 g, pospešku in pojemku 
5. Po centrifugiranju smo zavrgli supernatant in pelet resuspendirali v 1 mL ogretega 
cRPMI-FBS. Odvzeli smo 25 µL pripravljene suspenzije in jo prenesli v 475 µL sterilnega 
pufra DPBS ter z analizatorjem ViCell XR prešteli DC v vzorcu (namesto »PBMC« 
označimo »DC«, vsi ostali parametri pa so enaki). 
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V nadaljevanju smo celice prenesli v novo gojitveno ploščo. V 4 vdolbine gojitvene plošče 
z 48 vdolbinami smo po spodnji shemi (preglednica III) napipetirali gojišče, celice, rastne in 
druge dejavnike. 
Po nanosu smo gojitveno ploščo pokrili in prenesli v celični inkubator (37 °C in 5 % CO2), 
kjer smo celice inkubirali 2 dni. 
Preglednica III: Shema pipetiranja v gojitveno ploščo z 48 vdolbinami. Vsebino prve 
vdolbine predstavlja 1. stolpec, vsebino druge vdolbine 2. stolpec, vsebino tretje vdolbine 3. 
stolpec, vsebino četrte pa zadnji stolpec. Volumen DC (x) izračunamo tako, da imamo v 
vsaki vdolbini 106 DC. Izračun je prikazan v poglavju 4.2.3 z enačbo 3. 




1 1 1 1 
GM-CSF (µL) 1 1 1 1 
LPS (µL)  1   
IFN-γ (µL)  0,5 0,1 1 
DC (µL) x x x x 
 
3.5.4. PRIPRAVA KO-KULTURE DENDRITIČNIH IN NAIVNIH CD4+ 
CELIC 
Za pripravo ko-kulture DC in nCD4+ potrebujemo gojišče cRPMI-AB. Za pripravo ko-
kulture lahko uporabimo sveže ali odmrznjene nCD4+. 
3.5.4.1. PRIPRAVA AKTIVIRANIH DENDRITIČNIH CELIC 
Aktivacija DC je potekala 48 ur v celičnem inkubatorju. Nato smo jih pogledali pod 
mikroskopom in ocenili njihovo stanje (opazovali smo predvsem razlike v njihovi 
morfologiji). Pripravili smo si 4 centrifugirke in jih ustrezno označili (NT, mDC, IFN-γ-
lowDCs in IFN-γ-highDCs). Vsebino posamezne vdolbine smo s pipeto in pipetnim 
nastavkom mešali, da so se nam celice odlepile od podlage. Vsebino vdolbine smo nato 
prenesli v pripadajočo centrifugirko. V vdolbino smo dodali 1 mL sterilnega pufra DPBS in 
ponovno mešali, da smo odlepili še preostale celice. Vsebino smo dodali v pripadajočo 
centrifugirko in vdolbino napolnili z novo količino sterilnega pufra DPBS, da se nam 
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morebitne preostale celice ne bi izsušile. Postopek smo ponovili še v ostalih vdolbinah in 
nato uspešnost odlepljanja celic preverili pod mikroskopom. Če vidimo, da je na podlago 
prilepljenih še veliko celic, to vdolbino še nadalje spiramo s sterilnim pufrom DPBS in 
vsebino dodajamo v ustrezno centrifugirko. Postopek ponavljamo, dokler ne odlepimo 
večine celic. Ko smo imeli celice prenesene v centrifugirke, smo jih centrifugirali 7 minut 
pri 400 g, RT ter pojemku in pospešku 5. Po centrifugiranju smo odstranili supernatant in 
pelet resuspendirali v 0,5 mL gojišča cRPMI-AB. Odvzeli smo 25 µL pripravljene 
suspenzije in jo prenesli v 475 µL sterilnega pufra DPBS ter z analizatorjem ViCell XR 
določili število DC v vzorcu (namesto »PBMC« označimo »DC«; vsi ostali parametri so 
enaki). Enako storimo z vsemi 4 skupinami DC. 
3.5.4.2. ODMRZOVANJE NAIVNIH CD4+ 
Za ko-kulturo poleg DC potrebujemo tudi nCD4+. Uporabimo lahko odmrznjene ali sveže. 
Za odmrzovanje smo si pripravili 2 čaši. Eno smo napolnili s toplo vodo, drugo pa z ledom. 
Čašo z ledom smo prenesli v komoro z laminarnim pretokom zraka in vanjo postavili 
centrifugirko, ki je vsebovala gojišče cRPMI-AB ter prazno centrifugirko, v katero smo 
kasneje prenesli nCD4+. Iz skrinje smo vzeli 3 viale nCD4+ in jih z mešanjem v topli vodi 
počasi odtajali. Ko se je vsebina viale počasi odmrzovala, smo viale prenesli v komoro z 
laminarnim pretokom zraka in njihovo vsebino s pipeto prenesli v ohlajeno centrifugirko. S 
Pasteurjevo pipeto smo nato nCD4+ po kapljicah dodajali ohlajeno gojišče cRPMI-AB. 
Gojišče smo dodajali počasi, po kapljicah in ves čas mešali s krožnimi gibi. Po vsakih 10 
kapljicah smo centrifugirko s celicami za 1 minuto pustili na ledu. Postopek ponavljamo, 
dokler ne dosežemo volumna 10 mL. Ko dosežemo volumen 10 mL, začnemo gojišče 
dodajati po 20 kapljic do volumna 15 mL. Na vsakih 20 kapljic smo centrifugirko s celicami 
za 1 minuto pustili na ledu. Ko smo dosegli volumen 15 mL, smo dodali še 5 mL sterilnega 
pufra DPBS. Odmrznjene nCD4+ smo centrifugirali 7 minut pri 400 g, RT ter pojemku in 
pospešku 5. Med centrifugiranjem smo pripravili novo gojitveno ploščo z 48 vdolbinami in 
jo označili (NT, mDC, IFN-γ-lowDCs in IFN-γ-highDCs brez dodanega Pt proti PD-L1 in z 
dodanim Pt proti PD-L1). Po centrifugiranju smo odstranili supernatant in pelet 
resuspendirali v 1 mL gojišča cRPMI-AB. Odvzeli smo 25 µL pripravljene suspenzije in jo 
prenesli v 475 µL sterilnega pufra DPBS ter z analizatorjem ViCell XR določili število 




3.5.4.3.KO-KULTURA DENDRITIČNIH IN NAIVNIH CD4+ CELIC 
V 8 luknjic gojitvene plošče z 48 vdolbinami smo po spodnji shemi (preglednica IV) 
napipetirali ustrezen volumen gojišča cRPMI-AB (volumen preračunamo glede na volumen 
nCD4+ in končni volumen). Dodali smo še funkcijsko Pt proti PD-L1, odmrznjene nCD4+ 
(volumen je odvisen od želenega končnega števila celic v vdolbini) in ustrezno količino na 
različne načine aktiviranih DC (volumen je ponovno odvisen od želenega končnega števila 
celic v vdolbini). Celice smo pred nanosom pomešali, saj so se nam posedle na dno. 
Preglednica IV: Shema pipetiranja za ko-kulturo nCD4+ in DC. V vse luknjice nanesemo 
ustrezen volumen gojišča, nCD4+ in DC; v 4 luknjice pa dodamo še 10 µL Pt proti PD-L1. 
X predstavlja volumen nCD4+, y volumen DC, 1-x pa volumen cRPMI-AB. Postopki 
izračuna potrebnih volumnov so prikazani z enačbami 4, 5 in 6 v poglavju 4.2.5.). 











1 - x 1 - x 1 - x 1 - x 1 - x 1 - x 1 - x 1 - x 
Pt proti PD-
L1 (µL) 
    10 10 10 10 
nCD4+ (µL) x x x x x x x x 
DC (µL) y y y y y y y y 
 
Vsebino posameznih luknjic smo dobro pomešali, pokrili gojitveno ploščo in jo za 7 dni 
prenesli v celični inkubator (37 °C in 5 % CO2). 
3.5.5. ANALIZA LIMFOCITNE POPULACIJE 
Po 7-dnevni inkubaciji sledi označevanje in analiza celic iz ko-kulture. Označujemo in 
analiziramo le LyT; DC smo uporabili le za njihovo indukcijo. 
3.5.5.1. OZNAČEVANJE LIMFOCITNE POPULACIJE 
Pred pričetkom označevanja celic smo si ustrezno označili 8 epruvet in celice pogledali pod 
mikroskopom. Gojitveno ploščo smo nato prenesli v komoro z laminarnim pretokom zraka. 
S pomočjo pipete in pipetnega nastavka smo celice premešali in jih prenesli v pripadajočo 
epruveto. Vsebino vsake vdolbine smo prenesli v svojo epruveto. Z večkratnim spiranjem 
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posamezne vdolbine smo poskrbeli, da smo iz posamezne vdolbine prenesli čim večje število 
celic. Uspešnost prenašanja smo preverili pod mikroskopom. Če vidimo, da je v vdolbini še 
veliko celic, to vdolbino še nadaljnje spiramo s sterilnim pufrom DPBS in vsebino dodajamo 
v ustrezno epruveto. Postopek ponavljamo, dokler ne prenesemo večine celic. Ko smo imeli 
celice prenesene v epruvete, smo jih centrifugirali 7 minut pri 400 g, RT ter pojemku in 
pospešku 5. Po končanem centrifugiranju smo odstranili skoraj ves supernatant (pustimo ga 
približno 100 µL) in pelet resuspendirali v ostanku supernatanta. Delo (z izjemo priprave 
fiksacijskega in permeabilizacijskega reagenta) v nadaljevanju poteka zunaj komore z 
laminarnim pretokom zraka. 
V vsako od epruvet smo dodali 2 µL Pt proti CD3 konjugiranih z Brilliant Violet 510; 2 µL 
Pt proti CD4 konjugiranih z APC; 2,5 µL Pt proti CD25 konjugiranih s PE ter 1,5 µL Pt proti 
CD127 konjugiranih s PE Vio 770. Vsebino epruvet smo pomešali na vibracijskem 
mešalniku in jih nato inkubirali 15 minut v temi. Med 15-minutno inkubacijo smo si v 
komori z laminarnim pretokom zraka pripravili fiksacijski in permeabilizacijski reagent. Ker 
smo za analizo imeli 8 vzorcev, smo si pripravili 9 mL 1-kratnega fiksacijskega reagenta in 
50 mL 1-kratnega permeabilizacijskega reagenta. Za pripravo 9 mL 1-kratnega fiksacijskega 
reagenta smo v centrifugirki zmešali 2,25 mL 4-kratnega fiksacijskega reagenta in 6,75 mL 
diluenta. Za pripravo 50 mL 1-kratnega permeabilizacijskega reagenta smo 5 mL 10-
kratnega permeabilizacijskega reagenta dodali 45 mL destilirane vode. 
Po končani inkubaciji smo v vsako od epruvet dodali 1 mL nesterilnega DPBS, pomešali na 
vibracijskem mešalniku in nato centrifugirali 5 minut pri 500 g, RT ter pojemku in pospešku 
5. Supernatant smo odstranili in v vsako od epruvet dodali po 1 mL fiksacijskega reagenta. 
Vsebino smo pomešali na vibracijskem mešalniku in nato 1 uro inkubirali v temi. Po 
inkubaciji smo v epruvete dodali še po 2 mL permeabilizacijskega reagenta, pomešali in 
centrifugirali 5 minut pri 500 g, RT ter pojemku in pospešku 5. Supernatant smo odstranili 
in v vsako od epruvet ponovno dodali po 2 mL permeabilizacijskega reagenta, pomešali in 
centrifugirali pri enakih pogojih. Po centrifugiranju smo odstranili supernatant in v vsako od 
epruvet dodali 3 µL Pt proti FoxP3 konjugiranih z Alexa Fluor 488 (v prvem delu magistrske 
naloge izbran kot najboljši označevalec) in ponovno inkubirali 1 uro v temi. Po inkubaciji 
smo ponovno dodali po 2 mL permeabilizacijskega reagenta, pomešali in centrifugirali 5 
minut pri 500 g, RT ter pojemku in pospešku 5. Supernatant smo odstranili in v vsako od 
epruvet dodali nekaj kapljic nesterilnega DPBS. Sledila je analiza na pretočnem citometru. 
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3.5.5.2. ANALIZA CELIC NA PRETOČNEM CITOMETRU 
Za analizo celic smo uporabili pretočni citometer MACSQuant Analyzer 10 proizvajalca 
Miltenyi Biotec. Za kompenzacijo smo uporabili kompenzacijo, ki smo jo izvedli pred 
analizo PBMC v prvem delu magistrske naloge. Pred analizo smo opravili tudi kalibracijo. 
Zaradi zahtevnosti dela s pretočnim citometrom je analizo opravila dr. Nataša Tešič. 





4.1. IZBIRA NAJUSTREZNEŠEGA FLUOROKROMA  ZA 
OZNAČEVANJE FoxP3  
Iz levkocitnega pripravka smo pridobili več milijonov celic. Za izbiro najustreznejšega 
fluorokroma smo uporabili 20 x 106 PBMC. 10 milijonov smo jih gojili brez dodatkov, 10 
milijonov pa z aktivacijskim kompletom za aktivacijo limfocitov (s Pt proti CD3, Pt proti 
CD28 in IL-2). Po 24-urni inkubaciji PBMC v celičnem inkubatorju (37 °C, 5 % CO2) smo 
celice prešteli in resuspendirali v ustreznem volumnu sterilnega purfa DPBS, tako da smo v 
100 µL sterilnega pufra DPBS imeli 1,5 x 106 netretiranih oziroma tretiranih PBMC. 
V nadaljevanju je podrobneje predstavljena druga ponovitev. Po 24-urni inkubaciji PBMC 
v celičnem inkubatorju (37 °C, 5 % CO2) smo imeli v skupini netretiranih celic 7 x 10
6 
PBMC/mL, v skupini tretiranih celic (s Pt proti CD3, Pt proti CD28 in IL-2) pa 6 x 106 
PBMC/mL. Pelet netretiranih celic smo resuspendirali v 466 µL sterilnega pufra DPBS, pelet 
tretiranih celic pa v 400 µL sterilnega pufra DPBS. Izračun je prikazan s spodnjo enačbo 
(enačba 1). 
Enačba 1: Izračun volumna (x), v katerem smo resuspendirali pelet. Prikazan je izračun za 
netretirano skupino celic, za ponovitev 9. 7. 2020. 
x =
7 × 106 × 100 µL
1,5 × 106
= 466 µL 
PBMC smo označili s Pt proti CD45, konjugiranimi z različnimi fluorokromi in s Pt proti 
FoxP3, konjugiranimi z različnimi fluorokromi. Sledila je analiza na pretočnem citometru. 
Postopek hierarhičnega zamejevanja je opisan na sliki 2. Rezultati prve ponovitve so 
prikazani v preglednici V. Rezultati druge ponovitve so predstavljeni na slikah 3, 4 in 5 ter 
zaradi večje preglednosti in lažje primerjave z rezultati prve ponovitve še v preglednici VI. 
Kot omenjeno, je na sliki 2 prikazan postopek hierahičnega zamejevanja iskanih populacij s 
pomočjo pretočnega citometra. Prikazan je primer analize tretirane skupine celic (CD45-PE, 
FoxP3-Alexa Fluor 488) iz druge ponovitve poskusa. S pomočjo parametrov FSC (forward 
scatter) in SSC (side scatter) zamejimo mononuklarno populacijo celic. Nato znotraj te 
populacije s pomočjo parametrov FSC-A (forward scatter area) in FSC-H (forward scatter 
height) izberemo le celice, ki so mimo laserja potovale samostojno. Izbrane celice so 
razporejene glede na to, kakšno količino FoxP3 in CD45 smo uspeli določiti z uporabljenimi 
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konjugiranimi Pt. Deleži celic v neki populaciji so odvisni tudi od postavitve mej, zato jih 
moramo ob analizi primerno nastaviti. 
 
Slika 2: Prikaz hierarhičnega zamejevanja in analize tretirane skupine celic (CD45-PE, 
FoxP3-Alexa Fluor 488) iz druge ponovitve poskusa. Graf levo zgoraj prikazuje zamejeno 
mononuklarno populacijo celic. Graf desno zgoraj prikazuje celice, ki so mimo laserja 
potovale samostojno. Na grafu levo spodaj pa so izbrane celice razporejene glede na to, 
kakšno količino FoxP3 in CD45 smo uspeli določiti z uporabljenimi konjugiranimi Pt. Naše 
celice so CD45 in FoxP3 pozitivne, zato so v prvem kvadrantu (desno zgoraj). Njihov delež 
v odnosu do vseh celic preberemo z grafa. V tem primeru je CD45 in FoxP3 pozitivnih celic 
5,36 %. Graf, ki je prikazan desno spodaj, je za nas nepomemben – na njem nismo določali 




Preglednica V: Rezultati analize netretiranih in tretiranih izoliranih PBMC na pretočnem 
citometru. Predstavljeni so rezultati 1. ponovitve poskusa (9. 4. 2020). 
 vzorec delež FoxP3+ celic 
netretirane celice NT CD45-PE, FoxP3-APC 0,48 % 
NT CD45-FITC, FoxP3-PE 0,77 % 
NT CD45-PE, FoxP3-Alexa Fluor 488 1,81 % 
tretirane celice (z anti-
CD3, anti-CD28 in IL-2) 
CD45-PE, FoxP3-APC 1,23 % 
CD45-FITC, FoxP3-PE 1,76 % 
CD45-PE, FoxP3-Alexa Fluor 488 3,76 % 
 
Preglednica VI: Rezultati analize netretiranih in tretiranih izoliranih PBMC na pretočnem 
citometru. Predstavljeni so rezultati 2. ponovitve poskusa (9. 7. 2020). 
 vzorec delež FoxP3+ celic 
netretirane celice NT CD45-PE, FoxP3-APC 0,03 % 
NT CD45-FITC, FoxP3-PE 0,34 % 
NT CD45-PE, FoxP3-Alexa Fluor 488 1,49 % 
tretirane celice (z anti-
CD3, anti-CD28 in IL-2) 
CD45-PE, FoxP3-APC 1,9 % 
CD45-FITC, FoxP3-PE 3,59 % 






Slika 3: Rezultati analize druge ponovitve (9. 7. 2020) na pretočnem citometru. A prikazuje 
rezultate netretirane skupine, B pa rezultate tretirane skupine. Površinski CD45 smo označili 
s Pt konjugiranimi s PE, FoxP3 pa s Pt konjugiranimi z APC. Opazimo, da je signal pri 
tretirani skupini višji kot pri netretirani. Delež FoxP3+ celic v posamezni skupini je zaradi 




Slika 4: Rezultati analize druge ponovitve (9. 7. 2020) na pretočnem citometru. A prikazuje 
rezultate netretirane skupine, B pa rezultate tretirane skupine. Površinski CD45 smo označili 
s Pt konjugiranimi z FITC, FoxP3 pa s Pt konjugiranimi s PE. Opazimo, da je signal pri 
tretirani skupini višji kot pri netretirani. Delež FoxP3+ celic v posamezni skupini je zaradi 




Slika 5: Rezultati analize druge ponovitve (9. 7. 2020) na pretočnem citometru. A prikazuje 
rezultate netretirane skupine, B pa rezultate tretirane skupine. Površinski CD45 smo označili 
s Pt konjugiranimi s PE, FoxP3 pa s Pt konjugiranimi z Alexa Fluor 488. Opazimo, da je 
signal pri tretirani skupini višji kot pri netretirani. Delež FoxP3+ celic v posamezni skupini 
je zaradi preglednosti zapisan tudi v preglednici VI. 
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4.2. INDUKCIJA Treg, OZNAČEVANJE FoxP3 Z IZBRANIM 
FLUOROKROMOM IN PREUČEVANJE POMENA MOLEKULE 
PD-L1 
4.2.1. ŠTEVILO CELIC V POSTOPKU IZOLACIJE PBMC  
V postopku izolacije PBMC smo po drugem 10-minutnem centrifugiranju celic pri 300 g, 
RT ter pospešku in pojemku 5 odstranili supernatant. Pelet smo resuspendirali v 10 mL 
sterilnega DPBS in odvzeli 25 µL vzorca, ki smo ga dodali 475 µL sterilnega DPBS. 
Rezultati štetja PBMC z analizatorjem ViCell XR so prikazani v preglednici VII. 
Preglednica VII: Rezultati štetja PBMC z analizatorjem ViCell XR, po drugem 10-minutnem 
centrifugiranju pri 300g, RT, pospešku in pojemku 5. 
 št. PBMC v 10 mL živost (%) 
1. ponovitev 440 x 106 99 
 
4.2.2. ŠTEVILO MONOCITOV PO OSAMITVI S  POZITIVNO SELEKCIJO 
NA HITRI KOLONI 
Po tretjem 10-minutnem centrifugiranju smo pelet resuspendirali v 400 µL hladne raztopine 
p in inkubirali 20 minut v hladilniku. V centrifugirko smo dodali še 100 µL Pt proti CD14, 
vezanih na magnetne kroglice (volumen Pt je ¼ volumna raztopine p) in vse skupaj še za 15 
minut inkubirali v hladilniku. Po inkubaciji smo sledili postopku osamitve celičnih populacij 
s pozitivno selekcijo na ločitvenih kolonah, nato pa celice ponovno prešteli z analizatorjem 
ViCell XR. Rezultati štetja so prikazani v preglednici VIII. 
Preglednica VIII: Rezultati štetja monocitov z analizatorjem ViCell XR po osamitvi s 
pozitivno selekcijo na hitri ločitveni koloni. Poleg števila monocitov je prikazan tudi 
volumen suspenzije monocitov, ki predstavlja 5 milijonov monocitov.   
a Primer izračuna volumna je prikazan z enačbo 2. 
 št. CD14+ v 1 mL volumen, ki predstavlja 5 x 106 celic (µL)a 





Enačba 2: Izračun volumna (x), ki predstavlja 5 x 106 monocitov. 
x =
5 × 106 × 1mL
41 × 106
= 122 µL 
4.2.3. NANOS MONOCITOV NA GOJITVENO PLOŠČO IN NJIHOVA 
INKUBACIJA DO AKTIVACIJE DC 
V vsako vdolbino smo torej poleg 8 mL cRPMI-FBS, 8 µL GM-CSF in 8 µL IL-4 dodali še 
5 x 106 monocitov. Prikaz izračuna volumna, ki predstavlja 5 milijonov CD14+, je prikazan 
z enačbo 2. Po 48 urah smo iz vsake vdolbine odstranili 4 mL gojitvenega medija. V 
posamezno vdolbino smo nato dodali 8 µL GM-CSF in 8 µL IL-4 ter 4 mL na RT ogretega 
cRPMI-FBS. 
Sledila je 72-urna inkubacija. Po končani inkubaciji smo celice pogledali pod mikroskopom 
in jih prešteli. Vidno je bilo veliko število celic, ki so imele okroglo ali vretenasto obliko. 
Morebitno prisotnih okužb nismo zaznali. Rezultati štetja z analizatorjem ViCell XR so 
prikazani v preglednici IX. V preglednici IX je prikazan tudi volumen celične suspenzije, v 
katerem je milijon DC. Volumen smo izračunali po enačbi 3. 
Preglednica IX: Prikaz rezultatov štetja z analizatorjem ViCell. Poleg števila DC je v 
preglednici prikazana tudi izmerjena vrednost živosti in volumen, ki predstavlja milijon 
celic. 
a Primer izračuna volumna je prikazan z enačbo 3. 




volumen, ki predstavlja 106 DC 
(µL)a 
1. ponovitev 18 x 106 97 70 
 
Ker pri merjenju z analizatorjem ViCell XR lahko pride do napake, smo za izračun 
upoštevali 15 x 106 celic/mL (torej toliko celic, kot smo jih dali na gojitveno ploščo po 
osamitvi s pozitivno selekcijo na hitri koloni). Volumen celične suspenzije smo izračunali 
po enačbi 3. 
Enačba 3: Izračun volumna (x), ki predstavlja 106 DC. 
x =
1 × 106 × 1mL
15 × 106




4.2.4. NANOS IN AKTIVACIJA DC 
V posamezno vdolbino smo pipetirali po spodnji shemi (preglednica X). Gojišču smo glede 
na skupino dodali ustrezne dodatke in volumen celične suspenzije, v katerem je bilo 106 DC 
(volumen izračunamo po enačbi 3). 
Preglednica X: Shema pipetiranja na gojitveno ploščo za aktivacijo DC na različne načine – 
nezrele DC (NT), zrele DC (mDC), DC aktivirane s 100 IU/mL IFN-γ (IFN-γ-lowDCs) in 
DC aktivirane s 1000 IU/mL IFN-γ (IFN-γ-highDCs). 




1 1 1 1 
GM-CSF (µL) 1 1 1 1 
LPS (µL)  1   
IFN-γ (µL)  0,5 0,1 1 
DC (celic/mL) 106  106  106  106  
 
Po 48-urni inkubaciji smo celice pregledali pod mikroskopom in nato prešteli z 
analizatorjem ViCell XR. Celice skupine NT so bile takšne kot na začetku; celice skupine 
mDC so rasle v velikih skupkih; celice skupine IFN-γ-lowDCs so bile podobne skupini NT; 
opazni so bili tudi manjši skupki; pri celicah skupine IFN-γ-highDCs smo prav tako opazili 
rast v skupkih, a je bila razlika v primerjavi s skupino mDC opazna. Rezultati štetja in živosti 
na različne načine aktiviranih DC so prikazani v preglednici XI. 
Preglednica XI: Prikaz rezultatov merjenja števila in živosti na različne načine aktiviranih 
DC po 48-urni inkubaciji v celičnem inkubatorju (37 °C in 5 % CO2). 
 skupina 




NT 106 97  
mDC 106 97 
IFN-γ-lowDCs 106 98 





4.2.5. PRIPRAVA KO-KULTURE DC IN nCD4+ 
Za pripravo ko-kulture smo uporabili 80.000 DC iz posamezne skupine. Poleg na različne 
načine aktiviranih DC smo potrebovali še zadostno število nCD4+ - 1,5 x 106 za vsako 
skupino (skupno torej 12 x 106 nCD4+, saj imamo 8 vzorcev). S tem razmerjem smo 
poskrbeli, da so se celice med seboj srečale, prepoznale in komunicirale preko medsebojnih 
interakcij. 
Za pripravo ko-kulture smo uporabili zamrznjene nCD4+. Da smo pridobili zadostno 
količino nCD4+, smo odmrznili 3 viale nCD4+. Uporabili smo celice, ki so bile zamrznjene 
17. 9. 2020. 
Rezultati štetja, živost in volumen celične suspenzije, potreben za pripravo ko-kulture DC 
in odmrznjenih nCD4+, so prikazani v preglednici XII. 
Preglednica XII: Rezultati štetja nCD4+ po odmrznitvi. Število celic je prikazano v prvem 
stolpcu, v drugem je predstavljena živost, v tretjem pa volumen celične suspenzije, ki 
predstavlja 1,5 x 106 nCD4+, ki jih uporabimo za pripravo ko-kulture z DC.  
a Volumen celične suspenzije izračunamo po enačbi 4 
 št. nCD4+/mL živost V (µL) a 
1. ponovitev 15 x 106 94 100 
 
Po spodnjih enačbah (enačba 4, 5 in 6) smo izračunali volumne celičnih suspenzij in gojišča, 
ki so bili potrebni za pripravo ko-kulture v razmerju DC : nCD4+ = 80.000 : 1,5 x 106. Y 
predstavlja volumen suspenzije posameznih DC, x volumen suspenzije nCD4+, volumen 
gojišča cRPMI-AB pa predstavlja 1-x. V preglednici XIII so predstavljene sheme pipetiranja 
za pripravo ko-kulture DC in nCD4+. 
Enačba 4: Izračun volumna celične suspenzije nCD4+ (x), ki ga potrebujemo za pripravo ko-
kulture: 
x =
1,5 × 106 × 1mL
15 × 106
= 100 µL 
Enačba 5: Izračun volumna gojišča cRPMI-AB (1-x), potrebnega za pripravo ko-kulture: 




Enačba 6: Izračun volumna celične suspenzije posamezne skupine DC (y) za pripravo ko-
kulture. Prikazan je izračun za skupino NT. 
y =
8 × 104 × 1mL
2 × 106
= 40 µL 
Preglednica XIII: Shema pipetiranja za ko-kulturo DC in nCD4+. 











900 900 900 900 900 900 900 900 
Pt proti PD-
L1 (µL) 
    10 10 10 10 
nCD4+ (µL) 100 100 100 100 100 100 100 100 
DC (µL) 40 40 40 40 40 40 40 40 
 
4.2.6. ANALIZA REZULTATOV KO-KULTURE NA PRETOČNEM 
CITOMETRU 
Po 7-dnevni inkubaciji smo celice, gojene v ko-kulturi, zbrali in označili. Rezultati analize 
na pretočnem citometru so prikazani v preglednici XIV in na slikah 6, 7, 8 in 9. 
Kot že omenjeno v uvodu, lahko FoxP3+ Treg prepoznamo oziroma definiramo s pomočjo 
molekul, ki jih izražajo na svoji površini in znotraj celice. Naše površinske označevalce 
predstavljajo CD3+, CD4+, CD25visoko, CD127nizko, znotrajceličnega pa FoxP3+. Glede na te 
označevalce določamo oziroma zamejujemo iskano populacijo FoxP3+ Treg med analizo na 
pretočnem citometru. Najprej tako zamejimo mononuklearno populacijo celic, znotraj katere 
kasneje preučujemo le celice, ki so mimo laserja potovale samostojno. Ker Treg uvrščamo 
v skupino CD4+ LyT, v naslednjih dveh korakih zamejimo najprej CD3+ in nato še CD4+ 
celice. V nadaljevanju znotraj teh celic izberemo celice, ki visoko izražajo CD25 in šibko 
izražajo CD127. Znotraj tako zamejenih celic nato določamo delež FoxP3+ celic. Zadnji trije 
koraki zamejevanja (CD4+, CD25visoko in CD127nizko ter FoxP3+) so prikazani na slikah 6, 7, 
8 in 9. 
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Preglednica XIV: Rezultati analize nCD4+ iz ko-kulture z različno aktiviranimi DC. 
Prikazan je delež FoxP3+ celic v odnosu do vseh CD4+ LyT. 
 vzorec delež FoxP3+ celic 
brez dodanega anti PD-L1 
NT 1,08 % 
mDC 0,6 % 
IFN-γ-lowDCs 1,86 % 
IFN-γ-highDCs 2,49 % 
z dodanim anti PD-L1 
NT 0,94 % 
mDC 0,71 % 
IFN-γ-lowDCs 1,73 % 
IFN-γ-highDCs 1,24 % 
 
 
Slika 6: Rezultati analize na pretočnem citometru. A prikazuje rezultate NT, B pa rezultate 
NT z dodanimi Pt proti PD-L1. Pri NT je v ko-kulturi nastalo 1,08 % FoxP3+ v primerjavi s 
celotnimi CD4+ LyT; ko smo NT dodali Pt proti PD-L1, je nastalo 0,94 % FoxP3+ v 




Slika 7: Rezultati analize na pretočnem citometru. A prikazuje rezultate mDC, B pa rezultate 
mDC z dodanimi Pt proti PD-L1. Pri mDC je v ko-kulturi nastalo 0,6 % FoxP3+ v primerjavi 
s celotnimi CD4+ LyT; ko smo mDC dodali Pt proti PD-L1, je nastalo 0,71 % FoxP3+ v 
primerjavi s celotnimi CD4+ LyT. 
 
Slika 8: Rezultati analize na pretočnem citometru. A prikazuje rezultate IFN-γ-lowDCs, B 
pa rezultate IFN-γ-lowDCs z dodanimi Pt proti PD-L1. Pri IFN-γ-lowDCs je v ko-kulturi 
nastalo 1,86 % FoxP3+ v primerjavi s celotnimi CD4+ LyT; ko smo IFN-γ-lowDCs dodali 




Slika 9: Rezultati analize na pretočnem citometru. A prikazuje rezultate IFN-γ-highDCs, B 
pa rezultate IFN-γ-highDCs z dodanimi Pt proti PD-L1. Pri IFN-γ-highDCs je v ko-kulturi 
nastalo 2,49 % FoxP3+ v primerjavi s celotnimi CD4+ LyT; ko smo IFN-γ-highDCs dodali 





5.1. IZBIRA NAJUSTREZNEJŠEGA FLUOROKROMA  ZA 
OZNAČEVANJE FoxP3  
V prvem delu magistrske naloge smo izbirali najustreznejši označevalec FoxP3. FoxP3 je 
znotrajcelična molekula, zato smo morali celice med označevanjem tudi fiksirati in 
permeabilizirati. Preučevali smo uspešnost prehoda permeabilizirane celične membrane treh 
fluorokromov, ki se najpogosteje uporabljajo v pretočni citometriji (Alexa Fluor 488, PE, 
APC). Pričakovali smo, da bomo najvišji signal dobili pri vzorcu označenim s Pt 
konjugiranimi z Alexa Fluor 488, saj preko permeabilizirane celične membrane lažje 
prehajajo manjše molekule. 
Ker je odstotek celic, ki izražajo FoxP3 v periferni krvi zelo majhen, smo s pomočjo Pt proti 
CD3, Pt proti CD28 in IL-2, poskrbeli za povečano indukcijo FoxP3 in si tako izboljšali 
vzorec. Kulture naivnih LyT, gojenih s Pt, ki aktivirajo TCR kompleks in z dodanim IL-2 
namreč omogočijo nastanek Treg in vitro. Pt proti CD3 se vežejo na CD3 in tako aktivirajo 
TCR kompleks brez prisotnosti antigene-predstavljajočih celic. Omogočijo torej prvi od treh 
signalov, potrebnih za popolno aktivacijo LyT. LyT za popolno aktivacijo potrebujejo še 
povezavo med kostimulatornimi molekulami (vezava med CD28 in CD80 ali CD86, 
izraženih na antigene-predstavljajočih celicah), zato smo dodali še Pt proti CD28. S svojo 
vezavo na CD28 so poskrbela za drugi signal aktivacije LyT. Dodani IL-2 pa je potreben za 
razvoj in preživetje Treg. Spodbudi povečanje populacije Treg, poveča ekspresijo CD25 in 
preko vzdrževanja visoke ekspresije FoxP3 okrepi njihovo supresivno delovanje. IL-2 sicer 
preko različnih mehanizmov spodbuja tudi tvorbo TH1 in TH2, zavira pa tvorbo TH17 (3,31). 
Z uporabo Pt proti CD3, Pt proti CD28 in IL-2 smo poskrbeli za povečano indukcijo FoxP3 
v vzorcu, zato v tretiranih skupinah pričakujemo višji signal, kot v netretiranih skupinah, 
označenih z istimi Pt. 
V prvem delu magistrske naloge smo torej preučevali sposobnost označevanja FoxP3 s Pt, 
ki so konjugirana s PE, APC in Alexa Fluor 488 (barvilo z enakimi spektralnimi lastnostmi 
kot FITC, a z izboljšanimi fizikalno-kemijskimi lastnostmi). Poskus smo ponovili dvakrat v 
razmaku treh mesecev. Na označevanje FoxP3 vpliva tudi uspešnost prehajanja skozi celično 
membrano, na kar vpliva velikost molekule. Ker je Alexa Fluor 488 majhna molekula, smo 
pričakovali, da bo najlažje prehajala skozi permeabilizirano celično membrano. Naša 
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pričakovanja so se potrdila, saj smo pri označevanju FoxP3 s Pt konjugiranimi z Alexa Fluor 
488 v obeh ponovitvah dobili najvišji signal oziroma največji delež FoxP3+ dogodkov. Nižji 
signal pri označevanju FoxP3 s Pt konjugiranimi s PE in APC je najverjetneje posledica 
njune velikosti. PE in APC sta namreč veliki proteinski molekuli, kar lahko oteži njun prehod 
skozi permeabilizirano celično membrano. APC je izmed omenjenih treh fluorokromov 
največji; signal pri njegovi uporabi za označevanje FoxP3 je bil v obeh ponovitvah najnižji. 
Na podlagi tega lahko sklepamo, da je dobljeni signal obratno sorazmeren z velikostjo 
molekule fluorokroma, s katero smo označevali FoxP3. Kot najustreznejši označevalec 
znotrajceličnega FoxP3 se je torej v obeh primerih izkazala uporaba Pt proti FoxP3, 
konjugiranih z Alexa Fluor 488 (daje največji delež FoxP3+ dogodkov pri analizi vzorca s 
pretočno citometrijo). 
Zanimivo bi bilo preveriti tudi, kako na označevanje znotrajceličnega FoxP3 vpliva uporaba 
različnih fiksacijskih in permeabilizacijskih reagentov. Uporabljeni reagenti lahko vplivajo 
na fluorescenčni signal zunajceličnih označevalcev in na samo prehajanje permeabilizirane 
celične membrane ter posledično tudi na označevanje znotrajceličnih elementov. To so 
ugotovili v različnih študijah (32,33), v katerih so primerjali, kako na označevanje FoxP3 
vplivajo različna permeabilizacijska in fiksacijska sredstva ter različni kloni Pt proti FoxP3 
konjugirani z različnimi fluorokromi. Uporabljeni reagenčni komplet True-Nuclear 
Transcription Factor Buffer Set (BioLegend, ZDA) po informacijah proizvajalca zagotavlja 
optimalno delovanje uporabljenih Pt proti FoxP3 konjugiranih z Alexa Fluor 488 
(BioLegend, ZDA), ne pa tudi Pt proti FoxP3 konjugiranih s PE in APC (Miltenyi Biotec, 
Nemčija). 
5.2. INDUKCIJA Treg, OZNAČEVANJE FoxP3 Z IZBRANIM 
FLUOROKROMOM IN PREUČEVANJE POMENA MOLEKULE 
PD-L1 
Ko smo izbrali najboljši označevalec FoxP3 (Alexa Fluor 488), smo svojo ugotovitev 
uporabili za opazovanje števila induciranih Treg in preučevanje vpliva signalizacijske osi 
PD-1/PD-L1. Iz izoliranih PBMC smo najprej osamili monocite, nato pa iz njih s pomočjo 
GM-CSF in IL-4 pripravili nezrele DC. Nezrele DC smo tretirali z IFN-γ in LPS oziroma 
IFN-γ v različnih koncentracijah. 
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V preteklih študijah opravljenih na Zavodu za transfuzijsko medicino Republike Slovenije, 
so preučevali vpliv IFN-γ na DC in ugotovili, da gojenje DC z visokimi količinami IFN-γ 
(1000 – 5000 IU/mL) vodi v nastanek DC z nizkim izražanjem kostimulatornih molekul in 
povišanim izraženjem inhibitornih molekul (predvsem HLA-G in ILT-4). Značilno povišane 
količine izraženih ILT-4 in HLA-G so opazili pri uporabi več kot 500 IU/mL IFN-γ. Visoke 
količine samostojno uporabljenega IFN-γ prav tako niso povzročile ekspresije CD83. 
Drugače pa je bilo v skupinah, kjer do DC gojili z nižjimi količinami IFN-γ (5 in 50 IU/mL) 
ter v kombinaciji z LPS (18,19). Kot že omenjeno, samostojno uporabljeni LPS vodi v 
nastanek imunskega odziva. Do imunskega odziva pride tudi ob uporabi LPS in IFN-γ. V 
obeh primerih nastanejo zrele DC, ki so sposobne aktivirati naivne LyT in jih usmeriti v 
nastanek efektorskih LyT. Naši rezultati po tretiranju DC z LPS in IFN-γ so bili pričakovani. 
DC moramo aktivirati oziroma poskrbeti za njihovo dozoritev, ker so nezrele slabe 
spodbudnice pretvorbe naivnih LyT v efektorske LyT –  izražajo namreč malo 
kostimulatornih molekul, kemokinskih receptorjev in ne izločajo imunostimulatornih 
citokinov (4). S skupinama NT in mDC smo dosegli robni stanji aktivacijskega statusa DC, 
kar nam je omogočilo primerjavo za funkcijsko oceno aktivacijskega statusa drugače 
stimuliranih DC. Skupini NT nismo dodali nobenega aktivatorja, zato v njej ni smelo priti 
do aktivacije celic – predstavlja skupino nezrelih DC. V skupini mDC smo pričakovali 
aktivacijo, saj smo nezrele DC aktivirali z LPS in 500 IU/mL IFN-γ – predstavlja skupino 
zrelih DC. IFN-γ v kombinaciji z LPS namreč vodi v dozoritev DC (19). V skupini IFN-γ-
lowDCs smo DC aktivirali s 100 IU/mL IFN-γ, medtem ko smo v skupini IFN-γ-highDCs 
DC aktivirali s 1000 IU/mL IFN-γ. Za razliko od IFN-γ uporabljenega skupaj z LPS lahko 
samostojno uporabljeni IFN-γ vodi v nastanek TolDC (19). Razlike med skupinami na 
različne načine aktiviranih DC smo lahko opazili pod mikroskopom, in sicer preko načina 
rasti celične kulture. Kot že omenjeno, so celice skupine NT bile takšne kot pred gojenjem; 
celice skupine mDC so rasle v velikih skupkih; celice skupine IFN-γ-lowDCs so bile 
podobne skupini NT, opazni so bili tudi manjši skupki; pri celicah skupine IFN-γ-highDCs 
smo prav tako opazili rast v skupkih. 
Količino induciranih FoxP3+ Treg v posamezni ko-kulturi smo opazovali z uporabo 
pretočnega citometra. Za zamejevanje populacij na diagramu pretočnega citometra moramo 
poznati nekatere osnovne lastnosti preučevanih celic. Poznati moramo njihovo približno 
velikost, granuliranost in katere celične označevalce izražajo. S pomočjo sprednjega in 
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stranskega sipanja zamejimo prvo populacijo celic, ki jih bomo preučevali in se znebimo 
celičnega debrija. Pri nadaljnjem zamejevanju celične populacije izberemo le »singlete« 
(celice, ki so mimo laserja potovale vsaka zase). To storimo s primerjavo parametrov FSC-
H (forward scatter height) in FSC-A (forward scatter area). S pomočjo celičnih 
označevalcev, ki smo jih označili z različnimi fluorokromi, nadaljujemo z zamejevanjem, 
dokler ne dobimo iskane populacije celic. Glede na lastnosti Treg, ki jih uvrščamo v skupino 
LyT, izberemo celične označevalce, s katerimi bomo prepoznali celično populacijo. Iščemo 
celice, ki so CD3, CD4 in CD25 pozitivne ter šibko izražajo CD127. Poleg površinskih 
označevalcev smo naše celice prepoznali tudi s pomočjo znotrajceličnega transkripcijskega 
dejavnika FoxP3. Na zadnjem diagramu, kjer imamo na x osi FoxP3, na y osi pa stransko 
sipanje, zamejimo populacijo FoxP3+ Treg in odčitamo količino induciranih FoxP3+ Treg v 
odnosu do vseh CD4+ LyT. Število induciranih FoxP3+ Treg smo opazovali v skupini brez 
dodanih funkcijskih Pt proti molekuli PD-L1. V NT skupini ni prišlo do aktivacije oziroma 
dozoritve DC. Kot že omenjeno, nezrele DC ne izražajo zadostnega števila kostimulatornih 
molekul, kot so CD80, CD86 in CD83, ter izražajo manj molekul MHC razreda II. Izločajo 
tudi manj imunostimulatornih citokinov. Zaradi vsega naštetega nezrele DC niso sposobne 
aktivirati naivnih LyT in jih usmeriti v citotoksične LyT ali TH (4). Delež FoxP3
+ Treg v 
skupini NT je nizek (1,08 % v odnosu do vseh CD4+ LyT), saj nezrele DC niso dobre 
induktorke FoxP3+ Treg. Nezrele DC so sicer sposobne imunosupresivne funkcije, a je 
njihova sposobnost manjša v primerjavi s TolDC, ki so poleg pasivne tolerance sposobne 
tudi aktivne tolerance (5). Delež FoxP3+ Treg v skupini mDC je najnižji – 0,6 %. To je 
posledica dozoritve DC, ki smo jih aktivirali z uporabo LPS in IFN-γ. Aktivirane DC na 
svoji površini izražajo zadostno količino MHC razreda II in kostimulatornih molekul, zato 
so zmožne aktivirati naivne LyT in jih usmeriti v nastanek LyT, ki skrbijo za imunski odziv 
(torej nastanek predvsem TH1, TH2 in TH17). Delež FoxP3
+ Treg je nizek, saj so za njihov 
nastanek potrebne TolDC, ki v tem primeru niso nastale. 
Kot že omenjeno, lahko samostojno uporabljeni IFN-γ deluje protivnetno pod določenimi 
pogoji. Vpliv njegovega delovanja je odvisen tudi od uporabljene količine. Visoke količine 
IFN-γ vodijo v nastanek TolDC, ki na svoji površini izražajo številne inhibitorne molekule 
kot so PD-L1, CTLA-4, ILT-4 in HLA-G. Spodbudijo tudi delovanje IDO (5,19). Z uporabo 
IFN-γ v različnih koncentracijah (100 IU/mL in 1000 IU/mL) smo torej pridobili TolDC z 
različno močnimi tolerogenimi učinki. Nastale TolDC so omogočile diferenciacijo naivnih 
LyT v Treg. V skupini IFN-γ-lowDCs je bil delež FoxP3+ Treg višji kot v skupini NT in 
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mDC (1,86 %), kar je posledica delovanja TolDC v ko-kulturi z nCD4+. Najvišji delež 
FoxP3+ Treg smo dobili v skupini IFN-γ-highDCs (2,49 %), kar je posledica uporabljene 
največje količine IFN-γ. S primerjavo deležev induciranih FoxP3+ Treg med skupinama 
IFN-γ-lowDCs in IFN-γ-highDCs lahko vidimo, da je višja koncentracija uporabljenega 
IFN-γ povzročila nastanek DC z bolj tolerogenimi lastnostmi. 
Večja količina uporabljenega IFN-γ za aktivacijo DC povzroči tudi večje izražanje molekul 
PD-L1 na njihovi površini. Pomen signalizacijske osi PD-1/PD-L1 oziroma molekule PD-
L1 smo lahko opazovali s primerjavo skupin na enak način tretiranih DC z dodanimi in brez 
dodanih funkcijskih Pt proti PD-L1. V skupinah celic, ki smo jim v ko-kulturo dodali 
funkcijska Pt proti PD-L1, smo dobili nižji signal kot v primerjalni skupini brez dodanih Pt, 
kar nakazuje na pomembnost povezave med PD-1 in PD-L1 za nastanek FoxP3+ Treg. 
Dodana funkcijska Pt proti PD-L1 so namreč zasedla vezavna mesta na PD-L1 in tako 
onemogočila povezavo s PD-1 izraženih na Treg ter posledično povzročila manjšo 
proliferacijo Treg. V skupinah IFN-γ-lowDCs in IFN-γ-highDCs so sicer zaradi samostojno 
uporabljenega IFN-γ nastale TolDC in posledično tudi več FoxP3+ Treg (najvišji deleži 
FoxP3+ Treg). V skupinah z dodanimi funkcijskimi Pt proti PD-L1 smo dobili nižji signal 
kot v primerjalni skupini brez dodanih funkcijskih Pt, kar je, kot že omenjeno, posledica 
zasedenih vezavnih mest na PD-L1, na katere se tako ni mogel vezati PD-1 izražen na Treg, 
da bi prišlo do večje proliferacije Treg. Signal v ko-kulturi z dodanimi funkcionalnimi Pt 
proti PD-L1 je višji le v skupini mDC. Razlika med obema signaloma ni zelo velika, zato je 
ta rezultat lahko posledica nizke količine FoxP3+ Treg v vzorcu skupin mDC. Da bi to 




Namen magistrske naloge je bilo preveriti, ali različni fluorokromi vplivajo na kvaliteto 
označevanja celičnih komponent. Preverili smo sposobnost označevanja znotrajceličnega 
transkripcijskega dejavnika FoxP3 z v pretočni citometriji najpogosteje uporabljenimi 
fluorokromi – Alexa Fluor 488, PE in APC. Pričakovali smo, da bo Alexa Fluor 488 zaradi 
svoje majhnosti najenostavneje prehajal permeabilizirano celično membrano, PE in APC pa 
težje. Naša pričakovanja so se potrdila, saj smo najvišji odstotek FoxP3+ celic (3,76 % 
oziroma 5,36 %) dobili, ko smo za označevanje uporabili Alexa Fluor 488. Poleg tega smo 
ugotovili tudi, da je uspešnost označevanja FoxP3 obratno sorazmerna z velikostjo 
fluorokroma. Dobljene rezultate smo nato uporabili za določanje indukcije FoxP3+ Treg v 
testu in vitro in za preučevanje pomena signalizacijske osi PD-1/PD-L1. Dobljeno 
ugotovitev bi lahko uporabili tudi za označevanje drugih znotrajceličnih molekul, s pomočjo 
katerih bi lahko preučevali druge celične populacije, pomen drugih celičnih molekul ali 
drugih celičnih sprememb. 
V drugem delu magistrske smo iz osamljenih monocitov in vitro pripravili DC in jih 
aktivirali na štiri različne načine. S tako pripravljenimi DC smo kasneje določali indukcijo 
FoxP3+ Treg in preučevali pomen molekule PD-L1. Pričakovali smo, da bo največ FoxP3+ 
Treg nastalo v ko-kulturi z DC, ki smo jih aktivirali s 1000 IU/mL IFN-γ, saj smo s tem 
pridobili TolDC, ki so potrebne za nastanek Treg. Pričakovali smo tudi, da bo število FoxP3+ 
Treg večje v ko-kulturah celic brez dodanih funkcijskih Pt proti PD-L1, saj vezava med PD-
L1 in PD-1 vodi v večjo proliferacijo Treg. Tudi ta naša pričakovanja so se potrdila, kar 
lahko vidimo na rezultatih  pretočnega citometra. Uspeli smo pokazati, da DC, aktivirane s 
1000 IU/mL IFN-γ, inducirajo največji odstotek FoxP3+ LyT. Prav tako smo pokazali, da 
dodatek funkcijskih Pt proti PD-L1 občutno zniža sposobnost TolDC, da inducirajo FoxP3+ 
Treg. S tem smo pokazali povečano sposobnost TolDC za indukcijo FoxP3+ Treg in 
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